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TIIVISTELMÄ 
 
Biologisten merkkiaineiden eli biomarkkereiden tutkimus on tärkeää, kun halutaan pyrkiä 
ehkäisemään erilaisten tautien oireita sekä hidastaa etenemistä. Monien biomarkkereina 
toimivien proteiinien pitoisuudet nousevat elimistössä ennen kuin taudin oireet alkavat. 
Seerumi biomarkkereiden lähteenä on mielenkiintoinen sen noninvasiivisuuden vuoksi. 
Alzheimerin taudille (AT) ominaisia merkkiaineita, β-amyloidipeptidit (Aβ) ja Tau, on tähän 
asti pystytty mittaamaan diagnostisesti pääasiassa vain likvorista. Viimeaikoina on kuitenkin 
löydetty lupaavia kandidaattimerkkiaineita myös verestä, kuten apolipoproteiini-J (APO-J) eli 
klusteriini. APO-J korreloi AT:n aivopatologian kanssa (Thambisetty ym. 2010). Myös Aβ:n 
pitoisuuden plasmassa uskotaan korreloivan AT:n etenemisvaiheen kanssa (Lahiri ja Maloney 
2010). Tämän vuoksi olisi tärkeä löytää veren proteomin tutkimiseen optimoitu menetelmä, 
jonka avulla voitaisiin etsiä AT:lle uusia, entistä parempia merkkiainekandidaatteja. 
Kaksisuuntainen geelielektroforeesi (2-DE) on proteomiikan tutkimuksessa tärkeä ja laajalti 
käytetty. 2-DE:n avulla pystytään erottelemaan samanaikaisesti suurella kapasiteetilla suuri 
määrä proteiineja myöhempää tunnistamista ja vertailua varten. 2-DE menetelmän ongelma 
on sen rajallinen toistettavuus laboratorioiden ja jopa saman laboratorion eri ajokertojen 
välillä. Huono toistettavuus muodostuu ongelmaksi, silloin kun tuloksia pyritään vertailemaan 
laboratorioiden välillä. 2-DE:n aikana tapahtuva vaihtelu on mahdollista jakaa karkeasti 
kahteen ryhmään: kokeellinen vaihtelu ja post-kokeellinen vaihtelu. Kokeelliseen vaihteluun 
  
liittyvät kaikki fysikaaliset ja kemialliset tekijät, post-kokeellinen vaihtelu syntyy geelikuvien 
analysointivaiheessa, käytettäessä eri kuva-analyysiohjelmistoja ja analysoinnissa eri henkilöä 
(Millioni ym. 2010).  
Veren ja seerumin proteomiikka kiinnostaa usealla suunnalla, verinäytteistä pyritään 
löytämään luotettavia ja kliinisesti tehokkaita menetelmiä biomarkkeritutkimukseen (Lista 
ym., 2012). 2-DE –menetelmää ei voida vielä pitää toistettavana tutkittaessa seeruminäytteitä. 
Tämä seikka tuli esille myös tässä tutkielmassa selvästi. Jatkossa olisi tärkeää kehittää 
menetelmää toistettavampaan suuntaan, sillä 2-DE tulee tuskin lähivuosina menettämään 
asemaansa tärkeänä menetelmänä, yhtenä osana muiden kehittyvien tekniikoiden kanssa 
(Rabilloud ym. 2011). Keinot tehdä 2-DE:stä toistettavampi menetelmä ovat rajalliset, 
ensimmäisenä tulisi poistaa mahdollisimman monta analyysin tekijästä riippuvaa muuttujaa. 
Analyysin tekijä toistettavuuden vähentäjänä on iso yksittäinen tekijä. Tämän vuoksi mikäli 
kyseessä ei ole rutinoitunut tekijä, käytössä tarkasti standardoidut menetelmät sekä liuokset 
olisi tärkeää käyttää kaupallisia geelejä ja puskureita. Myös geelikuvien analysointi on tärkeä 
tekijä toistettavuutta mitattaessa. 2-DE –kuva-analyysien tekijän olisi hyvä olla rutinoitunut 
kuva-analyysiohjelman käyttäjä, lisäksi käytettävien kuva-analyysiohjelmien tulisi olla 
päivitettyjä ja kuvien manuaalista muokkausta pitäisi välttää mahdollisimman paljon. Nämä 
yksittäiset tekijät huomioimalla analyysia tehtäessä 2-DE:n toistettavuutta olisi mahdollista 
parantaa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Biomarker research is important when we want to try prevent the symptoms of a disease at an 
early stage. Many biomarkers such as levels in the blood will change long before the real 
symptoms of the disease. Serum as a source of biomarkers is very interesting because of it’s 
noninvasiv. Alzheimer's disease (AD) specific biomarkers, β-amyloid peptides (Aβ) and tau, 
has so far been mainly diagnostically to measure the CSF. Recently, however, there have been 
found promising candidate markers in the blood, such as apolipoprotein J (APO-J) aka 
cluster, which correlates with the AT's brain pathology (Thambisetty et al, 2010). Aβ 
concentration in plasma is believed to correlate also with the progress of AD (Lahiri and 
Maloney 2010). Therefore, it would be important to find an optimized method to studying 
blood proteome, it would make possible to look for new and improved marker candidates to 
AD. 
Two-dimensional gelelectrophoresis (2-DE) is widely used method in proteomics research 
and quite indispensable. 2-DE provides an ability to distinguish at the same time a large 
number of proteins for subsequent identification and comparison with very high capacity. 
However, the main problem of the 2-DE method is the limited reproducibility between 
different laboratories and even within the same laboratory between different days. This 
reproducibility of the 2-DE method is a big problem when you try to compare results between 
laboratories. 2-DE's taking place during the variation can be roughly divided into two groups: 
the experimental variability and post-experimental variation. Experimental variability take 
place all the physical and chemical factors, the post-experimental variation generated gel 
image analysis stage, when used in various image analysis software and there is a different 
person making the analysis (Millioni et al, 2010).  
The proteomics of blood and serum fascinated at the moment a number of fronts, constantly 
aim to find reliable and clinically effective methods to biomarker researchs from blood 
samples (List et al, 2012). 2-DE method, however, not yet can be regarded as repeatable, 
especially at the examination of serum samples. Which was also highlighted in this study very 
clearly, however, we found that the removal of albumin and IgG of the samples appear to 
slightly improve the repeatability. In the future, it is important to develop the method by all 
possible means in a more reproducible way, as the 2-DE in the coming years is unlikely to 
lose its position as an important method, as part of the proteomicresearch, together with other 
  
emerging technologies (Rabilloud et al, 2011).  Means to make the 2-DE reproducible are 
limited, however, at first you should remove as many variability factors as possible which is 
depending on person who makes the analysis. The maker of analysis is the single largest 
factor which weakens the repeatability, especially when the 2-DE is done in laboratories, 
where the 2-DE is not described on a permanent basis and in an experienced way. Therefore, 
if it isn’t an expert user making analysis and used precisely standart methods and solutions, it 
would be important to use commercial gels and buffers. A gel image analyzing is also 
important part of the repeatability of the measurement, the person who make the analyzez 
should be expert user of image analys softwares. The image analysis software should be also 
update versions and manual editing of the images should be avoid as much as possible, by 
these means 2-DE reproducibility could be improved much. 
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I KIRJALLISUUSOSIO 
 
 
1. JOHDANTO 
 
Biologiset merkkiaineet (biomarkkerit) ovat mitattavia indikaattoreita, jotka ovat spesifisiä 
tietyille biologisille vaiheille elimistössä. Biomarkkereiden määrien muutoksia voidaan 
havaita elimistössä esimerkiksi patologisen taudin tai lääkkeen terapeuttisen vaikutuksen 
seurauksena (Rifai ym. 2006, van Ommen ym. 2009). Biomarkkereita määritettäessä etsitään 
taudeille spesifisiä molekyylejä, joiden ilmentyminen tai puuttuminen tietyn biologisen tilan 
tai taudin alkuvaiheen aikana mahdollistaisi aikaisen diagnoosin. Biomarkkerit ovat 
havaittavissa toisinaan jo ennen varsinaisten oireiden ilmestymistä, kun potilaiden näytteitä 
verrataan terveisiin yksilöihin (Kussmann ja Affolter 2009). Esimerkki merkityksellisestä 
biomarkkerilöydöksestä ovat Alzheimerin taudille (AT) validoitujen amyloidibeetapeptidien 
(Aβ) ja tau-proteiinien mittaaminen selkäydinnesteestä (del Campo ym. 2012). Nämä 
proteiinit ovat aikaistaneet ja tarkentaneet AT:n diagnostiikka. Olisi tärkeää löytää lisää uusia 
ja parempia sekä helpommin määritettäviä merkkiaineita, jotta olisi mahdollista parantaa ja 
aikaistaa edelleen tautien diagnostiikkaa sekä tehostaa etenemisen seurantaa. 
Yksinkertaisimpana diagnostisena indikaattorina voidaan pitää kuumetta, joka kertoo, että 
jotain on elimistössä vialla. Tulevaisuudessa olisi ihanteellista pyrkiä tarkemmin 
selvittämään, mikä on vialla. Spesifisten biomarkkeripaneelit voitaisiin liittää osaksi kliinistä 
diagnostiikkaa, se mahdollistaisi yksilöllisen hoidon ja sen seurannan (Lambert ym. 2009). 
AT:n aikaisen diagnostiikan kannalta olisi merkityksellistä etsiä biomarkkereiksi sopiva 
proteiineja verinäytteistä. Monien muiden tautien alun muutokset ovat havaittavissa paljon 
aiemmin verestä kuin selkäydinnäytteessä ja tämän uskotaan tapahtuvan myös AT:ssa. Tällä 
hetkellä kuitenkin ainoina diagnostiikassa käytettyinä AT:n biomarkkereina toimivat Aβ ja 
Tau (del Campo, ym. 2012). Lisäksi apolipoproteiini J:stä (APO-J) eli klusteriinista on 
lupaavia uusia tutkimuksia, määritettynä sekä selkäydinnesteestä eli likvorista että myös 
plasmasta (Lambert ym. 2009, Thambisetty ym. 2010).  
Yksilöiden proteomien erot johtuvat sekä eroista genomissa, joka koodittaa proteomia, mutta 
myös sisäisistä sekä ulkoisista proteomiin vaikuttavista tekijöistä, jotka muuttavat proteiinien 
ilmentymistä. Näitä tekijöitä ovat esimerkiksi fysiologinen tila, terveys, sairaus, ikä, stressi ja 
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lääkkeet. Transkription jälkeen, proteiineja muokataan useissa eri kohdissa translaation aikana 
ja sen jälkeen, kunnes proteiinit lopulta saavuttavat oikean toiminnallisen muotonsa solussa 
(Banks ym. 2000). Proteomiikan avulla analysoidaan erilaisia proteiiniseoksia. 
Tutkimuskohteena voi olla esimerkiksi jonkun solun kaikki proteiinit, tällöin voidaan vertailla 
vaikkapa niiden normaalia ja poikkeavaa tilaa, sekä poikkeavan tilan aiheuttamia muutoksia 
solun proteomissa. Tai solusta voidaan pyrkiä tunnistamaan ja analysoimaan tutkittavia 
mielenkiinnon kohteena olevia proteiinimolekyylejä. Proteomiikan avulla tutkitaan 
proteiinien ilmentymiseen liittyviä solu- ja kudosmuutoksia, sekä niiden eroja normaalissa ja 
sairaassa tutkimushenkilössä (Baumann ja Meri, 2002). 2-DE on edelleen yksi laajimmin 
käytetty menetelmä proteomiikassa, kun halutaan identifioida proteiinimuutoksia kudoksissa 
ja biologisissa nesteissä. Menetelmä on erityisen tehokas, kun tarvitaan korkean resoluution 
tarkkuutta eroteltaessa proteiineja monimutkaisista proteiiniseoksista (de Roos 2009).   
Plasma (sekä siitä erotettava seerumi) on mielenkiintoinen ja lupaava näytemateriaali 
biomarkkeritutkimuksessa. Se on helposti saatavissa, koska verinäyte on helppo ottaa 
tutkittavasta henkilöstä (Anderson ja Anderson 2002, Jacobs ym. 2005, Nedelkov ym. 2005, 
Wang ym. 2006). Huolimatta plasman kliinisestä tärkeydestä ja suuresta määrästä 
tutkimuksia, liittyy plasmasta tehtäviin biomarkkeritutkimuksiin suuria haasteita: 1) Plasman 
kompleksisuus ja sen suuri proteiinipitoisuus saavat aikaan ongelmia määrityksiin. 2) Pieninä 
pitoisuuksina esiintyvien proteiinien löytäminen, sillä usein juuri nämä proteiinit ovat 
merkittäviä taudinkuvan määrittämisen kannalta. 3) Yksilöiden biologiset vaihtelut 
proteiinipitoisuuksissa sekä jo fysiologisesti että erilaisissa tautitiloissa (Rifai ym., 2006). 
Plasma sisältää kymmeniä tuhansia proteiineja, jotka eivät ole määritettävissä tai esillä 
monissa muissa soluissa ja kudoksissa (Anderson ja Anderson 2002, Jacobs ym. 2005). 
Vaikka plasmasta sekä seerumista määritettyjen proteiinien määrä kasvaa nopeasti, niin 
paradoksaalisesti se aiheuttaa vähentymisen proteiinien määrässä, jotka hyväksytään kliinisen 
diagnostiikan merkkiaineiksi (Anderson 2005).  
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2. PROTEOMIIKKA 
 
“Proteomics” termi esiteltiin ensimmäisen kerran vuonna 1995 ja se oli määritelmä tietyn 
solulinjan, kudoksen tai eliön kaikkien proteiinien laaja-alaiselle karakterisoinnille (Anderson 
ja Anderson 1996, Wasinger ym. 1995, Wilkins ym. 1996). Alun perin termiä käytettiin 
kuvaamaan tutkimusta, jossa proteiinit eroteltiin 2-DE:n avulla ja tunnistettiin 
massaspektrometrian (MS) avulla. Reilun viimeisen kymmenen vuoden aikana termin 
merkitys on laajentunut ja kasvanut. Proteomiikalla tarkoitetaan nykyisellään 
molekyylibiologian tutkimussuuntaa, jossa analysoidaan proteiinin määriä ja ekspressiota 
sekä proteiinien rakennetta ja toimintaa. Sen avulla selvitetään proteiinien ilmentymistä ja 
modifioitumista sekä eri proteiinien vuorovaikutussuhteita (Graves ja Haystead 2002).   
Proteomiikkaan kuuluu tärkeänä osana myös biomarkkereiden tutkimus. Hyvä esimerkki 2-
DE pohjaisen ekspressioprotemiikan käytöstä biomarkkeritutkimuksessa oli kahden 
tuntemattoman proteiinin isoformin, p130 ja p131, löytäminen, mikä mahdollisti sen, että 
Creutzfeld-Jakobin tauti pystyttiin erottamaan muista dementiaa aiheuttavista sairauksista 
(Harrington ym. 1986). Myöhemmin nämä isoformit tunnistettiin 14-3-3 proteiineiksi, ja 
nykyään kyseiset proteiinit toimivat osana Creutzfeld-Jakobin taudin diagnointia eli taudin 
biomarkkereina (Zerr ym. 2000, Ingrosso ym. 2002). Proteiinit erotellaan usein 2-DE:llä tai 
kromatografisesti, jonka jälkeen proteiinit tunnistetaan MS:n tai tandemmassaspektroskopian 
(MS/MS) avulla saatuja peptidikarttoja vertailemalla olemassa oleviin tietokantoihin 
(Rabilloud 2002, Ahnerd ym. 2004, Görg ym. 2004, Westermeier ja Marouga 2005).  
Proteomiikan räjähdysmäinen laajeneminen ja erilaisten proteomiikan sovellusten 
lisääntyminen mahdollistaa vastaukset useisiin biologisiin ongelmiin. Tämä näkyy mm. 
proteomiikkaan liittyvien tieteellisten julkaisujen määrässä, Pudmed 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) antaa “proteomics” haulla melkein 37600 artikkeliosumaa. 
Vuonna 1997 julkaistiin yksi artikkeli, 2000 219 artikkelia, 2003 1595 artikkelia, 2006 3332 
artikkelia, 2009 4075, 2011 4669 artikkelia ja vuonna 2012 4651 (kuva 1). Valtava määrä 
kokeellista dataa, joka proteomiikkaan liittyen on tuotettu, osoittaa, että on kohtuullista pitää 
proteomia genomia haastavampana tutkimuskohteena. Ihmisellä on geenejä 24000-30000, jos 
yksittäinen solu ilmentää noin 10000 geeniä, niin proteiinien määrä tuossa kyseisessä voi 
nousta jopa 1 000 000, koska yhdestä geenistä voidaan koodata useita proteiineja, johtuen 
14 
 
vaihtoehtoisista katkaisukohdista, proteolyyttisistä prosessoinneista ja isosta joukosta 
translaation jälkeen tapahtuvia modifikaatioita (Kim ym. 2004).   
 
Kuva 1. Pubmed-tietokannasta (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ”proteomics”–hakusanalla löytyvien artikkelien 
määrä vuosittain vuosina 1997-2012 (kpl/vuosi). 
 
2.1 Geeneistä proteiineihin 
 
Human Genome –projektin avulla ihmisen koko genomi sekvensoitiin loppuun vuonna 2003 
(Austin 2003, Collins ym. 2003). Genomin tutkimisen myötä selvisi, ettei kaikkien 
sairauksien etiologiaan löydy välttämättä selvyyttä geeneistä. Siksi tutkimuksen painopiste 
sairauksien syiden selvittämisessä on siirtynyt koko ajan enemmän ja enemmän proteomiikan 
suuntaan eli genomin ilmentämiin proteiineihin sekä niiden modifikaatioihin. Proteiinien 
geenisekvenssien perusteella ei pystytä ennustamaan esimerkiksi millaisia translaation 
jälkeisiä modifikaatioita proteiinissa tapahtuu, näillä muutoksilla on oleellinen merkitys 
proteiinien toimintakyvylle (Banks ym. 2000, Pandey ja Mann 2000, Plebani 2005, Wilkins 
ym. 2006).  
Human Proteome Organisation (HUPO, www.hupo.org) määritti 2000-luvun alussa 
tulevaisuuden tavoitteiksi pyrkiä selvittämään proteiinien tehtävät, säätelyn sekä tuotannon 
soluissa ja kudoksissa normaaliolosuhteissa sekä sairauden alku- ja loppuvaiheissa. Human 
Proteome –projekti (HPP) on mittava ja aikaa vievä. Proteomiikan avulla selvitetään 
yksittäisten proteiinien ja proteiinikompleksien toiminta, ilmentyminen ja säätely tietyn taudin 
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yhteydessä. Jotta tähän päästään täytyy ensin kaikkien solutyyppien ja kudosten proteiinit 
ensin tunnistaa, tätä varten on erilaisia proteiinikirjastoja. Proteomiikka kliinisen tutkimuksen 
apuvälineenä: 1) Tiettyjen proteiinien, proteiiniprofiilien ja niiden muutoksien liittäminen 
taudin alkamiseen (tai vaihtoehtoisesti myös paranemiseen). Nämä proteiinit toimivat tällöin 
taudeille ominaisina biomarkkereina sekä diagnostisina apuvälineinä. 2) Proteiinien toiminnan 
seuraaminen lääkeainekokeiden yhteydessä, nähdään ovatko lääkeaineen vaikutukset edullisia 
vai haitallisia, lääkekokeiden nopeutuminen ja helpottuminen proteomiikan käytön 
seurauksena. 3) Proteiineja, joiden tiedetään liittyvät tietyn taudin tai tautiryhmän syntyyn ja 
kehittymiseen on mahdollista hyödyntää myös lääkehoidon kohteena (Baumann ja Meri 
2002). HPP:n aikana on selvinnyt, että edellä mainittujen tavoitteiden toteuttaminen on 
haasteellisempaa kuin kukaan olisi kuvitellut. Onko kaikkien proteiinien tunnistaminen edes 
mahdollista? Merkittävät panostukset proteomiikkaan ovat johtaneet kuitenkin siihen, että 
vihdoinkin on alettu löytää uusia merkkiainekandidaatteja. Näiden uusien biomarkkereiden 
avulla voidaan parantaa tautidiagnostiikkaa, APO-J:stä on esimerkiksi tehty vakuuttavaa 
tutkimusta uudeksi biomarkkerikandidaatiksi AT:lle (Thambisetty ym. 2010, Lambert ym. 
2009). 
 
2.2 Proteomianalyysi 
 
Proteomitutkimusta varten on kehitetty ja kehitetään koko ajan uusia menetelmiä. Kuitenkin 
edelleen hyvin tärkeässä osassa on 2-DE, johon proteiinien tunnistamista varten liitetään 
massaspektrometria (MS) (tai Western blot –analyysi) (Graham ym. 2005). Perinteinen 
proteomitutkimus noudattaa yleensä seuraavaa kaavaa: 1) näytteiden valmistus ja proteiinien 
muokkaus liukoiseen muotoon 2) proteiinien erottelu 2-DE:n avulla 3) proteiinien detektointi 
4) 2-D kuvien analysointi ja kvantitointi 5) valittujen proteiinien identifiointi MS tai MS/MS 
–menetelmällä. 
 
2.2.1 Näytteen valmistaminen 
 
Näytteiden valmistus on tärkeä ja kriittinen vaihe ennen 2-DE:n aloitusta. Jotta analyysista 
saadaan toistettava, näytteiden valmistuksen tulee olla mahdollisimman yksinkertaista. 
16 
 
Näytteiden käsittelyssä varmistetaan, että proteiinit ovat vesiliukoisia, jotta ne ajautuvat 
oikein 2-DE analyysissa. On myös tärkeää, että näytteiden käsittelyssä pyritään minimoimaan 
prosessin aikana häviävien proteiinien määrä. Prosessi, jossa liukeneminen tapahtuu, sisältää 
useita eri vaiheita; proteiinien denaturoituminen, niiden sisältämien ja eri proteiinien välisten 
ei-kovalenttisten sidosten katkeaminen. Proteiinit säilyttävät kuitenkin niiden natiivin 
varauksen sekä molekyylipainon. Liukenemisen seurauksena proteiinien tulisi säilyttää myös 
niiden täsmällinen aminohappokoostumus tai posttranslationaaliset muutokset ilman 
hajoamista (Rabilloud 1999). Näytteiden käsittelyä varten on vuosien saatossa laadittu iso 
joukko vakio-ohjeita. Niistä on pystyttävä valitsemaan oikealla tavalla optimoidut olosuhteet, 
jotka soveltuvat tutkittavalle näytetyypille esimerkiksi kehon nesteet (likvori, seerumi), 
kudosnäytteet, solunäytteet. Kaikkien käsittelyyn tarvitaan hieman erilaisia menetelmiä. 
 
2.2.2 Kaksisuuntainen geelielektroforeesi 
 
Kaksisuuntainen geelielektroforeesi –menetelmä (2-DE), jota proteomiikassa nykypäivänä 
käytetään, koostuu kahdesta erillisestä vaiheesta: isoelektrisestä fokusoinnista (IEF) 
(Svensson 1961) ja natrium-dodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesista (SDS-
PAGE), jonka ensimmäisen kerran esittelivät Raymond ja Weintraub vuonna 1959. 2-DE –
menetelmä kehitettiin 1970-luvun puolivälissä jo ennen kuin varsinaisesta proteomiikasta 
edes puhuttiin (O’Farrell 1975, Klose 1975). 2-DE:n kehitys mahdollisti maailmanlaajuisesti 
aiemmin mahdottoman solujen ja kudosten proteiinien kartoittamisen (O’Farrell 2008, Klose 
2009). Ensimmäisen vaiheen eli IEF:n aikana proteiinit erotellaan niiden elektrisen varauksen 
eli pH:n mukaan, sillä jokaisella proteiinilla on sille ominainen isoelektrinen piste (pI), jossa 
proteiinin ulkoinen varaus on nolla. Ensimmäisen suunnan jälkeen tapahtuvassa toisen 
suunnan ajossa, SDS-PAGE:ssa proteiinit erotellaan vielä niiden molekyylipainon (MW) 
mukaan (kuva 2).  
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Kuva 2. Kaksisuuntainen geelielektroforeesi (2-DE). 2-DE:ssä proteiinit erotellaan kahdessa vaiheessa. 
Ensimmäisessä vaiheessa, 1. suunta eli isoelektrinen fokusointi (IEF) IPG-stripin avulla, näytteessä olevat 
proteiinit erotellaan niiden pH.n mukaan, proteiinit asettuvat IPG-stripille niille ominaiseen pI-pisteeseen. 
Toisessa vaiheessa, 2. suunta eli SDS-PAGE, SDS-geelin päälle asetetaan edellisen vaiheen IPG-strippi, josta 
proteiinit irtoavat ja ajautuvat niiden molekyylimassan mukaan, siten että kevyimmät proteiinit ajautuvat 
pisimmälle. Tuloksena proteiinikartta, jossa jokaisella proteiinilla on oma piste x- ja y-koordinaatistossa. Kuva 
muokattu http://www.seed-proteome.com/index.php?rub=_2D_electrophoresis. 
 
Immobilisoitujen pH-gradienttien kehittyminen ja niiden käyttäminen IEF:ssä paransi 2-DE:n 
resoluutiota ja toistettavuutta (Bjellqvist ym. 1982). Proteiinien detektoinnin sensitiivisyyttä 
paransi huomattavasti hopeavärjäyksen kehittäminen (Merril ym. 1981). Suuri edistysaskel oli 
myös mikro-sekvenssointi -teknologioiden käyttöönotto 1990-luvun alkupuolella, josta 
seurasi kiinnostuminen proteiinien identifikointiin ensin Edman -pohjaisella 
sekvensointimenetelmällä ja myöhemmin MS- ja tandemmassaspektrometria (MS/MS) -
menetelmien kehittyminen proteiinien tunnistamiseen (Karas ja Hillenkamp 1988, Aebersold 
ja Mann 2003). Näiden muutosten seurauksena 2-DE:stä saadun datan laatu parani 
huomattavasti. Myös fluoresoivien värien kehitys hopeavärjäyksen rinnalle paransi 2-DE:n 
sensitiivisyyttä. Se mahdollisti määritykset pienemmistä proteiinimääristä (Steinberg, ym. 
2000). Suuri edistysaskel on ollut etenkin fluoresoivien proteiinien analysointiin perustuva 
Difference Gel Electrophoresis (DIGE) –menetelmä. DIGE-menetelmässä CyDye-leima 
sitoutuu proteiiniin kovalenttisesti, mikä parantaa proteiinien kvantitointia 2-D geeleiltä. 
DIGE mahdollisti mm. proteiinien ilmentymisen muutoksien havaitsemisen (Unlu ym. 1997). 
DIGE:ssä sarjojen välistä (inter gel) vaihtelua, joka heikentää toistettavuutta, on saatu 
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vähenemään ajamalla samalle geelille kolme eri näytettä, jotka on merkattu erilaisilla 
fluoroleimoilla, joista yksi toimii sisäisenä kontrollina.  
IEF 
2-DE:n ensimmäisessä vaiheessa eli isoelektrisessä fokusoinnissa (IEF), proteiinit erotellaan 
niiden varauksen mukaan. Proteiinit asettuvat ajossa niille ominaisiin isoelektrisiin pisteisiin 
(pI). pI:ssa proteiinin nettovaraus on nolla. 2-DE:n alkuaikoina IEF perustui kantaja-
amfolyyttien (CA) toimintaan (Klose 1975, O'Farrell 1975). Kantaja-amfolyyttien käytössä 
oli paljon heikkouksia, kuten esim. tarkkuus, toistettavuus sekä hyvin happamien ja 
emäksisten proteiinien erottelu (Weiss ja Görg 2009). Näitä heikkouksia paranneltiin 
kehittämällä kantaja-amfolyyttien tilalle immobilisoidut pH-gradienttiliuskat (IPG) (Bjellqvist 
ym. 1982), joiden kehitys jatkui vielä 1980-luvun lopulla (Görg ym. 1988). IPG-liuskoilla 
saavutettiin resoluutioltaan parempia 2-DE geelejä, näin ollen IPG-liuskojen käyttö IEF:ssä 
kantaja-amfolyyttien sijaan on perusteltua (Görg ym. 2009). IPG-gradienttien paremmuus 
johtuu siitä, että ne immobilisoidaan kovalenttisen ankkuroinnin avulla matriisiin 
akryyliamidigeelin valun aikana, minkä seurauksena syntyy erittäin stabiili pH-gradientti. 
Tämä mahdollistaa IEF:n toistettavuuden, joka oli ongelmana kantaja-amfolyyttiä 
käytettäessä (Görg ym. 1988, Righetti ja Bossi 1997).  
IPG-liuskat voidaan valaa eri pH väleille. pH-väli voi vaihdella pH 2,5 - pH 12. IPG-liuskoja 
on saatavilla laaja valikoima sekä kapealla että laajalla pH välillä. Valittu pH-väli riippuu 
täysin näytteen koostumuksesta eli siitä sisältääkö näyte vähän vai paljon proteiineja. Tämän 
lisäksi valintaan vaikuttaa myös se mihin käyttötarkoitukseen näytettä tutkitaan (Görg ym. 
2004). 
Tärkeä IEF:n toistettavuuteen vaikuttava tekijä on myös lämpötila, jossa IEF ajo suoritetaan. 
Lämpötila vaikuttaa IPG-liuskoilla ajautuvien proteiinien pI:een. pH-gradientti voi vaihdella, 
jos lämpötila muuttuu. Jotta saavutettaisiin mahdollisimman suuri toistettavuus, tulisi IEF ajo 
suorittaa aina lämpötilassa, jossa sillä on mahdollisimman optimaaliset olosuhteet (Görg ym. 
1991).  
SDS-PAGE 
IEF:ää seuraa toisen suunnan erottelu eli SDS-PAGE, jossa proteiinit erotellaan 
molekyylipainon mukaan. Natriumdodekyylisulfaatti (SDS) on anioninen detergentti, jonka 
tehtävä on katkoa proteiinien vetysidoksia, estää hydrofobisia vuorovaikutuksia syntymästä ja 
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täten osittain avata proteiinin rakennetta. Proteiinit saavat ajossa saman negatiivisen 
nettovarauksen massayksikköä kohti kuin alkuperäinen varaus näytteen proteiineilla on. Tämä 
saa aikaan sen, että SDS:n vaikutuksesta denaturoituneet polypeptidit ajautuvat eli erotellaan 
elektroforeesin aikana geelillä ainoastaan niiden molekyylimassan mukaan.  
SDS-PAGE voidaan ajaa joko käyttämällä horisontaalista (vaakasuora taso) tai vertikaalista 
(pystysuora) ajolaitteistoa. Horisontaalisessa laitteessa on mahdollista tehdä vain yhden geelin 
ajo kerrallaan, kun taas pystysuorassa systeemissä on mahdollista ajaa useampi geeli 
kerrallaan, mikä mahdollistaa sarjojen samanlaiset ajo-olosuhteet ja parantaa toistettavuutta. 
Polyakryyliamidigeelin huokoskokoa eli geelin akryyliamidipitoisuuden määrää muuttamalla 
voidaan vaikuttaa SDS-PAGE:n erotteluominaisuuksiin (Anderson ja Anderson 1978). 
Korkealaatuinen proteiinien erotus vaatii tekijältään paljon. Erottamista haittaavat useat eri 
tekijät prosessin aikana. Proteiinianalyysin tulos on proteiinikartta, jossa jokaisella proteiinilla 
on oma piste x- ja y-koordinaatistolla (Zimny-Arndt ym. 2009) (kuva 2). Proteiinien 
profiilikuvioista voidaan saada tietoa myös muutoksista proteiinien ekspressiotasoissa sekä 
niiden posttranslaationaalisista muutoksista. 2-DE –ajon suorittamisen jälkeen erotellut 
proteiinit tulee saada geelillä näkyvään muotoon värjäyksen avulla. Vasta sitten pystytään 
tutkimaan proteiinimääriä sekä mahdollisia muutoksia niiden ilmentymisessä. Värjäyksessä 
on tärkeää ottaa huomioon, että sillä saavutettaisiin mahdollisimman suuri herkkyys, 
kvantitaviinen tarkkuus eli korkea lineaarinen dynaaminen alue (proteiinit värjäytyisivät 
laajalta alueelta). Lisäksi värjäysmenetelmän on sovittava yhteen elektroforeesin jälkeisen 
proteiinien tunnistusmenetelmän, kuten MS:n, kanssa häiritsemättä tai estämättä sitä (Görg 
ym. 2004).  
Proteiinien detektiomenetelmät 
Proteiinien detektoinnissa geeliltä voidaan soveltaa useita eri tekniikoita esim. orgaaninen 
värjäys, hopeavärjäys, käänteinen värjäys, fluoresoiva detektio, radioleimaus ja 
kemiluminesenssi-värjäys (Patton, 2002). Tavanomaisin Coomassie Brilliant Blue (CBB) –
värjäys on yksi eniten käytetyimmistä menetelmistä proteiinien värjäyksessä. CBB-värjäys on 
edullinen verrattuna muihin detektointimenetelmiin, se on myös helppokäyttöinen, eikä 
haittaa 2-DE analyysin jälkeen tehtävää proteiinien tunnistamista. Pääasiallinen rajoitus, mikä 
heikentää CBB:n käyttöä proteiinien värjäyksessä, on sen heikko sensitiivisyys eli sen avulla 
ei saada näkyviin matalan pitoisuuden omaavia proteiineja. CBB:llä pystytään detektoimaan 
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spotteja, jotka sisältävät proteiineja 10-100ng, CBB:n lineaarinen dynaamisuus on 10-30 –
kertainen pitoisuus (Weiss ym. 2009, Wu ym. 2005).  
Hopeavärjäys on myös paljon käytetty menetelmä proteiinien detektoinnissa. Hopeavärjäys 
on herkempi ja detektoi pienemmät proteiinipitoisuudet kuin CBB, sillä se pystyy 
havaitsemaan jopa nanogramman luokkaa olevat proteiinipitoisuudet, raja on 0,5-1ng, mutta 
hopeavärjäyksen dynaaminen lineaarisuus on vain 10-kertaa sen pitoisuus. Mikäli 
hopeavärjäystä verrataan CBB:hen, sen suoritus on huomattavasti vaativampaa ja 
haasteellisempaa. Suorituksessa on otettava huomioon useat eri työvaiheet ja niiden tarkka 
aikataulutus, liian lyhyt tai pitkä detektointi- tai kiinnitysaika saa aikaan taustan liiallisen 
värjäytymisen tai värjäytymisen epäonnistumisen muulla tavoin (Wu ym. 2005).  
Detektointimenetelmät saattavat aiheuttaa myös ongelmia proteiinien jatkotutkimuksiin. 
Herkimmät hopeavärjäykset ovat yhteen sopimattomia 2-DE:n jälkeisen MS:n kanssa, sillä 
aldehydipohjaiset värin kiinnitteet rikkovat polypeptidiketjuja. Kuitenkin vaihtoehtoisia 
hopeavärjäyksellä protokollia on kehitetty, jotka ovat yhteensopivia MS-pohjaisten proteiinin 
tunnistuksen kanssa (Shevchenko ym. 1996, Wu ym. 2005, Winkler ym. 2007). Vaikka 
protokollan kehittely parantaa proteiinien jatkokäsittelymahdollisuuksia, se usein kuitenkin 
heikentää tekniikan herkkyyttä sekä taustan värjäytyvyyden yhtenäisyyttä, heikentäen näin 2-
DE:n kokonaistoistettavuutta (Patton 2002).  
Proteiinien fluoresenssidetektointi yleistyy, fluorovärit ovat ylivoimaisia niiden herkkyyden, 
laajan dynaamisen alueen sekä helppokäyttöisyyden takia. Niiden käyttöä kuitenkin rajoittaa 
menetelmän hinta. Detektointiin tarvittavat kemikaalit ovat kalliita ja geelien kuvantamiseen 
tarvitaan erillisiä kuvantamislaitteita. Yleisimpiä käytettyjä fluoresenssivärejä ovat ei-
kovalenttiseen sitoutumiseen perustuva värit, esim. Sypro®Ruby, joka on rutenium pohjainen 
metallikelaattiväri. Se sitoutuu proteiinien emäksisiin aminohappoihin, se kehitettiin alun 
perin proteiinien detektointiin SDS-PAGE geeleillä ja membraaneille blotattujen proteiinien 
detektointiin (Wu ym. 2005). Fluorodetektoinnin havaitsemisherkkyys (1ng proteiinia) on 
yhtä suuri kuin hopeavärjäyksessä, mutta lineaarinen dynaaminen alue on vähintään kolme 
kertaa suurempi kuin CBB ja hopeavärjäyksen vastaava. Lisäksi se mahdollistaa yhden 
vaiheen päätepisteen värjäyksen, joten se on mahdollista tehdä yön yli detektoinnilla. Tämä 
säästää aikaa ja työtunteja, ilman ylikehittymistä ja häiritsevää taustan värjäytymistä (Patton 
2002, Ahnert ym. 2004). Fluorovärit sopivat yleensä yhteen 2-DE:n jälkeisten proteiinin 
tunnistusmenetelmien kanssa (Görg ym. 2004).  
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Geelien kuvantamiseen käytettävä tekniikka riippuu siitä kuinka proteiinit on geelillä värjätty. 
Kuvantamiseen voidaan käyttää menetelmiä, jotka vaihtelevat tavallisista kameroista sekä 
näkyvän valon skannereista lasertekniikkaa soveltaviin isoihin fluoresenssiskannereihin. 
Geelien kuvantamisessa tärkeää on myös, että geelikuvat pystytään muuttamaan digitaaliseen 
muotoon kuva-analyysia varten (Westermeier ja Marouga 2005). 
 
2.2.3 Kuva-analyysi 
 
Proteiinien detektoinnin jälkeen tapahtuva geelikuvien jatkokäsittely on hyvin kriittinen 
vaihe, jotta pystytään varmistamaan mahdollisimman toistettavat ja korkealaatuiset 
proteomianalyysin tulokset. Yksi suurimmista rajoituksista, joka on haitannut 2-DE:n käyttöä 
proteomiikassa, on kuvankäsittelyn ohjelmien käytön hitaus sekä kyvyttömyys 
toistettavuuteen, kun otetaan huomioon proteiinispottien detektointi, yhteensovitus ja 
kvantitointi. Tähän ongelmaan ratkaisua pyrkivät tuomaan useat kaupalliset ohjelmistopaketit, 
esim. Delta 2D, Melanie, PDQuest, Image Master 2D Elite ja Progenesis. Näiden 
ohjelmistojen tarkoituksena on helpottaa, nopeuttaa ja saada aikaan tarkka, toistettava kuva-
analyysi 2-DE-geeleistä (Raman ym. 2002, Berth ym. 2007).  
Kuva-analyysit perustuvat erilaisiin detektioihin ja spottien kohdistus periaatteisiin. 
Kuvankäsittelyohjelmistoja on hyvin laaja valikoima erilaisin analyysiasetuksin ja -
mahdollisuuksin, niiden hinta vaihtelee myös paljon. Kaikki ohjelmistot kuitenkin 
eroavaisuuksistaan huolimatta noudattavat samaa perinteistä kaavaa geeli-kuvien 
analysoinnissa: (1) spottien detektointi, (2) eri geelien kohdistaminen toisiinsa (matching) (3) 
spottien kvantitointi (Raman ym. 2002).  
Vaikka analyysi-ohjelmia on koko ajan kehitetty automaattisempaan suuntaan, on manuaalista 
editointia analyysin aikana lähes mahdotonta välttää. Tämä johtuu näytteiden suuresta 
heterogeenisyydestä, mikä johtaa siihen, että geeleillä voi olla useita tuhansia täpliä per geeli. 
Jotta analyyseistä saadaan mahdollisimman hyviä, geelit on käytävä läpi hyvin huolellisesti, 
yhteensopimattomuudet poistettava ja muokattava esim. vääränlaiset proteiinispotit sekä 
myös monesti korjattava proteiinispottien muotoa (Berth ym. 2007).  
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2.2.4 Proteiinien tunnistaminen massaspektrometrian avulla 
 
Proteomianalyysin tärkeä vaihe on proteiinien tunnistaminen erottelun jälkeen. Elektroforeesi-
MS -pohjainen proteiinien tunnistaminen perustuu siihen, että ensin näytteen sisältämät 
proteiinit erotellaan geelillä elektroforeettisesti ja sitten halutut proteiinispotit leikataan irti 
geeliltä. Tämän jälkeen näyte käsitellään esim. trypsiini-entsyymin avulla proteolyyttisessä in-
gel digestiossa, entsyymi pilkkoo proteiinin peptideiksi ja saa sen irtoamaan 
geelipartikkeleista. Peptidit analysoidaan MS:n avulla ja tuloksia vertaillaan erilaisiin 
proteiinitietokantoihin, joiden avulla proteiinit tunnistetaan (Thiede ym. 2005). 
Proteiinien tunnistaminen jaetaan kahteen osaan: peptidin massa analyysiin ja peptidien 
sekvensointiin (Yates 1998). Massa-analyysi, josta käytetään myös nimitystä peptidin 
sormenjälkitunnistus (PMF), on nopein ja helpoin tapa proteiinin tunnistukseen. PMF:ssä 
tutkitun proteiinin peptidien massoja verrataan peptidien teoreettisiin massoihin, jotka 
saadaan erilaisista peptiditietokannoista. PMF:n suorittamiseen käytetään usein yhdistelmää, 
joka muodostuu suurikapasiteettisesta matriksiavusteisesta laserionisoinnista (MALDI) 
(Karas ja Hillenkamp 1988, Tanaka ym. 1988) yhdistettynä ionin lentoajan määrittävään 
(TOF) analyysiin. MALDI-TOF yhdistelmä on hyvin käyttökelpoinen, mutta se ei pysty 
analysoimaan kovin mutkikkaita peptidiseoksia. PMF analyysia voidaan tehostaa MS/MS:n 
avulla, jolloin voidaan tunnistaa mutkikkaampia peptidiseoksia. MS/MS spektrin avulla 
saadaan tietoa peptidin massojen lisäksi myös joidenkin peptidien sisältämien aminohappojen 
sekvenssistä. Peptidin sekvensointiin käytetään usein menetelmää, jossa elektronisuihkun 
ionisaatio (ESI) (Fenn ym. 1989) yhdistettynä nestemäiseen kromatografiaan (LC) yhdessä 
MS/MS:n kanssa, LC-ESI-MS/MS.  
Proteomitutkimukseen voidaan hyödyntää myös muita kvantitatiivisia menetelmiä, joita 
kehitellään koko ajan tehokkaammaksi. Näitä ovat mm. ns. geelivapaat MS-pohjaisia 
menetelmät kuten Label free LC-MS, ICAT (isotope-coded affinity tag) ja iTRAQ (isobaric 
tag quantitation) (Roe ja Griffin 2006, Lai ym. 2013). 
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2.2.5 Proteomianalyysin (2-DE:n) toistettavuuden haasteet 
 
Proteomianalyysiin 2-DE:n avulla liittyy joitakin ongelmia. Näistä huolimatta 2-DE 
menetelmä sovellutuksineen (esim. DIGE) on edelleen yksi eniten käytetty ja parhaiten 
soveltuva menetelmä monimutkaisten proteiiniseosten erotteluun. Yksi ongelmista on, että 2-
DE:llä pystytään erottelemaan pääasiassa vain vesiliukoisia proteiineja, kalvoproteiinien 
erottelu 2-DE:llä on hankalaa ja siihen liittyy monia virhetekijöitä (Santoni ym. 2000). 2-
DE:n erottelu rajoittuu myös proteiinin massaan, sillä on mahdollista erotella ainoastaan 
proteiineja joiden massa on 10-150kDa (Bae ym. 2003). Myös proteiinit, joiden pI-piste on 
hyvin korkea eli emäksiset proteiinit, ovat ongelmallisia (Righetti ym. 1996, Görg ym. 2004). 
Seerumi näytteenä on hyvin heterogeeninen, se sisältää suuren määrän erilaisia proteiineja, 
siksi sen toistettava tutkiminen 2-DE –analyysin avulla on hyvin vaikeaa. 2-DE –menetelmä 
koostuu suuresta määrästä eri työvaiheita, joissa jokaisessa on paljon käsityötä. Käsityön 
paljous saa aikaan tekijäkohtaiset erot eri laboratorioiden välillä sekä jopa samassa 
laboratoriossa tehtyjen eri sarjojen välillä. Toistettavuuteen ja analyysin laatuun vaikuttaa 
myös kuinka rutinoitunut tekijä asialla on. 
Geelikuvien muokkaus (kuvankäsittelyohjelmat ei vielä ole niin automaattisia, ettei kuvia 
tarvitsisi muokata käsin) voi myös heikentää toistettavuutta eri laboratorioiden välillä. 
Käyttäjät voivat muokata kuvia eri tavalla, mikä voi muuttaa tuloksia. Edes erittäin kokenut 
tekijä ei pysty saamaan aikaan geelejä, joilla on täysin samanlaisia proteiinispotteja (Berth 
ym. 2007, Millioni ym. 2010).  
 
 
3. BIOLOGISET MERKKIAINEET 
 
Biologisten merkkiaineiden tutkimus on tärkeää, kun halutaan pystyä ehkäisemään erilaisten 
tautien oireita jo hyvin aikaisessa vaiheessa. Monien biomarkkereiden pitoisuudet esim. 
veressä nousevat jo paljon ennen kuin itse oireet edes alkavat. AT:n merkkiaineiksi on 
pystytty todentamaan tau-proteiini (57 kDa). Tau-proteiinilla on tärkeä tehtävä hermosolun 
toiminnassa, sillä se osallistuu mm. mikrotubulusten kokoamiseen, solurakenteen tukemiseen 
ja aksonaalisen kuljetuksen ylläpitoon. Tau-proteiinin sekä sen ylifosforyloituneen muodon 
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määrä nousee AT-potilailla (Mollenhauer ym. 2005). Myös β-amyloidipeptidit (Aβ) toimivat 
AT:n biomarkkerina. Aβ on peptidi, jonka tehtäviin kuuluu suojata elimistöä 
oksidaatiostressiltä, jota esim. raskasmetallit aiheuttavat. AT:ssä Aβ muodostaa AT:lle 
ominaisia plakkeja aivoihin. Elimistön oma immuunipuolustus ei toimi kunnolla ja poista 
syntyneitä plakkeja, näin AT pääsee kehittymään. Aβ:n pitoisuuden määritysten plasmassa 
uskotaan korreloivan AT:n etenemistä (Lahiri ja Maloney 2010). Uusimmaksi 
biomarkkeriehdokkaaksi AT:lle on noussut APO-J, josta on viime vuosilta lupaavia 
tutkimuksia (Thambisetty ym. 2010). 
 
3.1 Solu- ja kudosnäytteet biomarkkereiden lähteenä 
 
Proteomianalyysissa voidaan analysoitavana näytteenä käyttää erilaisia soluviljelmillä 
kasvatettuja soluja, kudosnäytteitä sekä syöpäkasvaimia. Soluviljelmien etu oikeisiin 
kudosnäytteisiin verrattuna on niiden helppo saatavuus, sillä kudosnäytteitä varten vaaditaan 
aina potilaalle tehtävä biopsia. Soluviljelmien kasvatus useimpien solujen kohdalla on melko 
helppoa ja nopeaa, soluviljelmät mahdollistavat myös erilaiset altistuskokeet soluille. Viljellyt 
solut eivät kuitenkaan aina täysin vastaa oikeaa solun toimintaa, sillä vuorovaikutus muihin 
soluihin puuttuu soluviljellyiltä soluilta. Kudosnäytteet ovat ongelmallisia proteomianalyysia 
tehtäessä, sillä kudokset sisältävät hyvin heterogeenisen aineksen soluja, joten myös 
proteiiniaines on hyvin monimuotoinen. Etenkin membraaniproteiinit ovat analyysille 
vaikeita. Erilaiset solupoolit voidaan erotella yksittäisiksi soluryhmiksi analyysiä varten esim. 
virtaussytometrilla. Näin voidaan erottaa esimerkiksi punasolut muista verisoluista, jos 
halutaan tutkia pelkkien punasolujen proteomia (Wiśniewski ym. 2009). 
 
3.2 Selkäydinneste biomarkkereiden lähteenä 
 
Selkäydinnesteen (aivo-selkäydinneste l. likvori) kokonaisproteiinipitoisuus on normaaleilla 
aikuisilla 200-500 mg/ml (Vilpo ym. 2010). Selkäydinnäyte on mahdollista ottaa 
subaraknoidaalitilasta työntämällä neula joko takaraivoluun alta (niskapunktio) tai 
lannenikamien alta (lumbaalipunktio), lumbaalipunktioon liittyy vähemmän riskejä, joten se 
on yleisempi näytteenottotapa (Nienstedt ym., 1999). Selkäydinnesteen matala 
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proteiinipitoisuus hankaloittaa sen käyttöä 2-DE:ssä, se vaatii suuremman alkuperäisen 
näytetilavuuden. Tällä hetkellä juuri selkäydinnesteen proteiinien mittaamisessa on päästy 
pitkälle AT:ssa, mutta niin kuin jo aikaisemmin on mainittu, toimenpide on invasiivinen ja 
olisi mielekkäämpää löytää merkkiaineita myös verestä aivorappeumataudeille. 
Selkäydinnesteestä (kuva 3) pystytään 2-DE:n avulla määrittämään lukuisia proteiineja ja ne 
ovat havaittavissa myös seeruminäytteestä (kuva 4) Lambert ym. 2009). 
 
  
Kuva 3. 2-DE kuva selkäydinnesteestä, kuvaan merkitty nuolilla albumiini, Apo-J, Apo-D, transtyretiini sekä 
IgG kevyt ketju. Kuva muokattu, http://world-2dpage.expasy.org/swiss-2dpage/images/publi/csf.gif 
 
3.3 Plasma ja seerumi biomarkkereiden lähteenä 
 
Humaaniplasma sekä -seerumi ovat proteomianalyysin kannalta kliinisiä näytteitä, jotka 
voidaan helposti ottaa, ja seerumin/plasman proteiinien entsyymiaktiivisuudet korreloivat 
herkästi tervettä tai sairasta tilaa (Cho ym. 2008). Seerumilla tarkoitetaan veren hyytymisen 
kautta hiljalleen kokoverestä erottunutta nestettä, jolloin hyytymään jäävät veren soluaines ja 
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sen lisäksi plasman proteiineista fibrinogeeni ja muita hyytymistekijöitä. Seerumi sisältää 
edelleen valtaosan plasman proteiineista (Niensted ym. 1999).  
Veren proteiinien tutkimukseen ja analysointiin liittyy useita ongelmia, kuten esim. laajin 
kirjo proteiinien konsentraatioissa, suurina määrinä esiintyvät proteiinit ja niiden läsnäolo 
näytteessä, translaation jälkeiset modifikaatiot proteiineissa, nämä seikat on huomioitava 
tutkimuksen suunnittelussa. Kuinka saada hyvin vähäisenä määrinä esiintyvät proteiinit 
(kuten biomarkkerit yleensä) esiin kaiken muun alta (Cho ym. 2008). Analyysia voidaan 
helpottaa esim. poistamalla näytteestä suurena pitoisuutena esiintyviä proteiineja, kuten esim. 
albumiini sekä immunoglobiini G (IgG). Eri proteiinien poistoa varten on markkinoilla monia 
kaupallisia kittejä, esim. Albumin and IgG removal –kit (Amersham Biosciences). Seerumi, 
eroaa plasmasta siten, että se ei sisällä enää tiettyjä hyytymistekijöitä, jotka ovat myös isoina 
pitoisuuksina. Mikäli ei haluta tutkia proteomianalyysissa nimenomaan hyytymistekijöitä, on 
seerumi parempi yksinkertaisempi näytemateriaali proteomianalyysiin kuin plasma (Niensted 
ym. 1999).  
. 
 
Kuva 4. 2-DE kuva plasman proteomista, A) pH 4-6 ja B) pH 5,5-10. Kuvaan on merkattu nuolilla albumiini, 
Apo-J, Apo-D, transtyretiini sekä IgG kevyt ketju. Muokattu http://world-2dpage.expasy.org/swiss-
2dpage/images/publi/plasma-acidic.gif 
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3.4 Biologisten merkkiaineiden tärkeys tulevaisuuden diagnostiikassa 
 
Bioteknologian avulla voidaan kehittää räätälöityjä biomarkkerien mittausmenetelmiä 
yksittäisen potilaan taudin diagnosointiin sekä sopivimman hoidon valintaan ja seurantaan. 
Laboratoriodiagnostiikka on perinteisesti perustunut suureen määrään eri verikokeita, joista 
monet ovat epäspesifisiä ja muuttuvat useissa tautitiloissa. Biomarkkerien kehityksen myötä 
laboratoriodiagnostiikkaan syntyy yhä tarkempia, yhden taudin toteamiseen tarkoitettuja 
merkkiaineyhdistelmiä, jotka edesauttavat sopivimman hoidon valinnassa ja joiden odotetaan 
tuovan merkittäviä kustannussäästöjä. Räätälöityjä biomarkkereita käytetään etenkin uusien, 
kalliiden lääkkeiden kohdistamiseksi sellaisille potilaille, jotka hyötyvät niistä eniten. 
Biomarkkereita löydettäessä ja kehitettäessä saadaan parempia työkaluja kliiniseen 
lääketieteeseen, täsmäaseita erilaisia tauteja vastaan (esim. erilaiset syöpäkasvaimet, 
neurologiset sairaudet) (Lambert ym. 2009, Thambisetty ja Lovestone 2010, Monteiro ym. 
2012, Singh ym. 2012).  
Viime vuosikymmeninä on tapahtunut suuri muutos biolääketieteen ja bioteknologian 
tutkimusten piirissä, enää ei pyritä etsimään ja tutkimaan pelkästään yksittäisiä geenejä tai 
proteiineja, vaan ”omiikoista” on tullut lupaava lähestymistapa, pyritään tutkimaan laajemmin 
koko genomia, proteomia tai metaboliikkaa. Metaboliikka on uusin ”omiikan” sovellutus ja 
sen avulla voidaan saavuttaa myös uusia edistysaskelia biomarkkeritutkimuksessa, sillä eri 
tautitilat saavat aikaan häiriöitä molekyylien biokemiallisilla reiteillä elimistössä ja näin ollen 
”vääränlaiset” metaboliitit elimistössä voivat kertoa tautitiloista ja näin ollen toimia myös 
biomarkkereina taudeille. Yhdistettäessä klassinen proteomiikka ja biomarkkeritutkimus 
metaboliikkaan, voidaan saavuttaa uusia lähestymistapoja ja monia etuja (kuten herkkyys ja 
spesifisyys) verrattuna vain perinteiseen diagnostiikkaan (Monteiro ym. 2012). 
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II ERIKOISTYÖOSIO 
 
 
4. TYÖN TAVOITTEET 
 
Seerumi biomarkkereiden lähteenä on mielenkiintoinen sen noninvasiivisuuden vuoksi. Olisi 
tärkeää löytää veren proteomin tutkimiseen optimoitu menetelmä, jonka avulla voitaisiin etsiä 
esimerkiksi AT:lle uusia ja parempia merkkiainekandidaatteja.  
Ihmisen veren proteiinien tutkiminen proteomiikan avulla on haastavaa, sillä proteiinien 
konsentraatiot vaihtelevat suuresti ja siten korkeapitoiset proteiinit, kuten esimerkiksi 
albumiini ja immunoglobuliinit, estävät lukuisten matalapitoisempien proteiinien 
havaitsemisen 2-DE –geeleiltä. Matalapitoisia proteiineja voidaan nykyään tutkia erilaisten 
näytteenkäsittelyjen jälkeen, joissa pyritään poistamaan veren korkeapitoisempia proteiineja 
ja rikastamaan matalapitoisten proteiinien osuutta näytteessä. Ongelmana on kuitenkin se, että 
proteiinit sitovat toisiaan, joten samalla kun näytteestä suodatetaan ”turhia”, tutkimuksen 
kannalta epäolennaisia proteiineja, näytteestä väistämättä poistetaan myös "ei-haluttuja", 
tutkimuksen kannalta tärkeitä proteiineja. Seerumikin vaatii käsittelyä, jotta pystyttäisiin 
saamaan mahdollisimman luotettavia tuloksia ja löytämään myös hyvin pieninä pitoisuuksina 
seerumissa olevat proteiinit, tähän on löydetty ratkaisu siitä, että spesifisillä vasta-aineilla 
saadaan saostettua halutut suurten pitoisuuksien proteiinit, kuten albumiini, seeruminäytteestä 
ennen määrityksiä. 
Tämän työn tarkoituksena oli optimoida seerumin 2-DE –olosuhteet. Työssä oli tarkoitus 
arvioida seerumin proteiinien 2-DE määritysten toistettavuutta sekä sitä, mikä vaikutus 
toistettavuuteen on sillä, että seerumista poistetaan albumiini ja immunoglobuliinit ennen 
määritystä. Lisäksi halusimme selvittää kuinka parhaiten olisi mahdollista havainnoida 2-DE 
–geelien analysoinnin toistettavuutta. 
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5. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
5.1 Kemikaalit ja reagenssit 
 
30 % Akryyliamidi/Bis (Bio-Rad) 
Albumiinin ja IgG:n poistokitti (Amersham Biosciences) 
Ammoniumpersulfaatti (Bio-Rad) 
Bromfenolisininen (Pharmacia Biotech) 
BSA (Bio-Rad) 
1-Butanoli (Sigma-Aldrich) 
CHAPS (Pharmacia Biotech) 
DC Protein Assay reagenssit A ja B (Bio-Rad) 
DryStrip Cover Fluid-mineraaliöljy (Pharmacia Biotech) 
DTT (Amersham Biosciences) 
Etanoli Etax A (Altia oyj) 
Etikkahappo (Sigma-Aldrich) 
Glyseroli (Prolabo) 
Glysiini (Sigma-Aldrich) 
IPG-puskuri pH 3-10 (Amersham Pharmacia Biotech) 
IPG-puskuri pH 4-7 (Amersham Pharmacia Biotech) 
Jodoasetamidi (Sigma-Aldrich) 
L.M.P. Agaroosi (GibcoBRL) 
SDS (Sigma-Aldrich) 
SIGMA
®
Urea (Sigma-Aldrich/YA-Kemia oy) 
Sypro
® 
Ruby (Bio-Rad) 
TEMED (Bio-Rad) 
TFA (Sigma-Aldrich) 
Tris base (ICN Biomedicals) 
Trypsiini (Promega) 
2-D Clean-Up Kit (Amersham Biosciences) 
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5.2 Seeruminäytteiden käsittely 
 
Näyte: yhden terveen henkilön tuore näyte (kliininen tutkimuskeskus) jaettiin osiin ja 
pakastettiin -87 C°:hen. Näytteenä käytettiin terveen aikuisen henkilön seeruminäytettä, jotta 
voitiin sulkea pois mahdollisesti terveyden tilan seerumiin aiheuttamat muutokset, jotka 
olisivat voineet haitata määrityksiä, kuten esimerkiksi korkeat rasva-arvot. Käyttämällä 
nuoren terveen aikuisen seerumia määrityksissä saatiin hyvät lähtökohdat mahdollisimman 
hyvien 2-DE geelien saamiselle, ja näin myös parhaat olosuhteet mahdollisimman 
toistettaville tuloksille. Jokaista näytesarjaa varten otettiin (sulatettiin) aina tarvittava määrä 
samaan aikaan pakastettua seerumia. 
Seeruminäytteen valmistus: Veriputki sekoitettiin huolellisesti näytteenoton jälkeen ja 
annettiin sen jäähtyä huoneenlämpöiseksi ennen sentrifugointia. Näytteen annettiin hyytyä 30 
minuuttia. Seerumi erotettiin tunnin päästä näytteenotosta. EDTA:ta sisältävä 
seeruminäyteputki sentrifugoitiin putkitoimittajan suosituksen mukaan 1300–1600g 10 
minuuttia. Seerumi siirrettiin toiseen putkeen, josta se jaettiin edelleen eppendorf-putkiin.  
Näytteistä tehtiin kahdenlaiset sarjat, ensimmäinen oli seeruminäytesarja, jossa oli mukana 
albumiini ja IgG. Toisesta seeruminäytesarjasta albumiini ja IgG poistettiin. Kokeessa ajettiin 
molemmista sarjoista 5 x 6 rinnakkaisnäytettä. 
Seeruminäytesarjat 1-5. Albumiini ja IgG mukana, seeruminäytteiden käsittely 2-DE:tä 
varten: 
Seeruminäytteet (10 µl) puhdistettiin ja saostettiin käyttämällä 2-D Clean-Up –kittiä 
(Amersham Biosciences) valmistajan ohjeen mukaan, ohjeena käytettiin protokolla B:tä, joka 
on tarkoitettu näytteille, jotka sisältävät proteiinia yli 100 µg. Seerumin 
kokonaisproteiinipitoisuus on 62-78 g/l (Yhtyneet laboratoriot Oy), joten 10 µl seerumia 
sisältää proteiinia noin 620-780 µg. Puhdistuksesta saatuja proteiinipellettejä kuivattiin 
vetokaapissa 5 min, jonka jälkeen ne liuotettiiin 400 µl rehydraatioliuosta (9 M urea, 4% 
CHAPS, 40 mM DTT, 2% IPG-Buffer (20% pH 3-10 IPG-Buffer, 80% pH 4-7 IPG-Buffer), 
0.0002% bromifenolisinen). 
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Seeruminäytesarjat 6-10. Albumiini ja IgG poistettu, seeruminäytteiden käsittely 2-DE:tä 
varten: 
Seeruminäytteet (15 µl) puhdistettiin ja näistä seeruminäytteistä poistettiin albumiini ja IgG 
valmiin Albumin and IgG Removal -kitin (Amersham Biosciences) avulla, kittiä käytettiin 
valmistajan ohjeen mukaan. Taulukossa 1 on esitetty valmistajan antama poistotehokkuus, 
joka pystytään parhaimmillaan saavuttamaan. 
Taulukko 1. Valmistajan ilmoittama albumiinin ja IgG:n poistokitin tehokkuus (Amersham Biosciences). 
Näytteen tilavuus (µl) Poistetun albumiinin määrä (%) Poistetun IgG:n määrä (%) 
15 > 95 > 90 
30 > 80 > 80 
45 > 60-70 > 70 
 
Albumiinin ja IgG poiston jälkeen seeruminäytteiden proteiinit saostettiin näytteen 
tilavuuteen nähden nelinkertaisessa tilavuudessa asetonia -20 °C:ssa yön yli. Saostuneet 
näytteet pelletoitiin sentrifugoimalla 10 min, 13000 g, +4 °C. 
Tämän jälkeen näytteet liuotettiin 150 µl rehydraatiopuskuria. 
Kokonaisproteiinipitoisuuden määritys seeruminäytteistä, joista poistettu albumiini ja IgG: 
Albumiinin ja IgG poiston jälkeen, sarjojen 6-10 seeruminäytteiden proteiinipitoisuus 
määritettiin käyttäen Bio-Radin DC Protein Assay –kittiä. Standardinäytteenä käytettiin 
naudan seerumin albumiinia (BSA, Bio-Rad). Kittiä käytettiin valmistajan ohjeiden mukaan. 
 
5.3 Kaksisuuntainen (2-D) geelielektroforeesi  
 
2-DE koostuu ensimmäisen suunnan (IEF) ajosta, toisen suunnan ajosta, proteiinien 
detektiosta Sypro®Rubylla sekä geelien kuvantamisesta ja kuvien analysoinnista kuva-
analyysiohjelmilla. 
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5.3.1 Ensimmäinen suunta eli Isoelektrinen fokusointi (IEF) 
 
IEF-ajojen näytteiden lataukseen käytettiin sarjoissa 1-5 Paper-Bridge loadingia, tällä 
menetelmällä ajoihin saatiin ladattua suurempi tilavuusmäärä näytettä (400 µl, näytteiden 
proteiinipitoisuus n. 700µg) kuin perinteisemmässä Cup-loadingissa (150 µl). Sarjoissa 6-10 
käytettiin Cup-loading menetelmää ja näytemäärä oli n. 150µl, näistä näytteistä määritettiin 
jokaisesta proteiinipitoisuus (ks. kohta 5.2), siten että jokainen ajoon pipetoitu näyte sisälsi 
proteiinia 220 µg. 
IPG-geeliliuskat (24 cm, pH 4-7, Immobiline
®
 DryStrip, Amersham Biosciences) rehydroitiin 
yön yli (passiivinen rehydraatio) ennen ajoa 500 µl:lla rehydraatioliuosta (sama kuin yllä). 
Rehydroituneet geeliliuskat huuhdeltiin milli-Q-vedellä ja siirrettiin IEF:a varten 24 cm:n 
Cup-loading Strip Holder -kaukaloihin (Amersham Biosciences). Geeliliuskat peitettiin 
mineraaliöljyllä. Isoelektrinen fokusointi (IEF) ajettiin IPG Phor-laitteistolla (Pharmacia 
Biotech), seuraavan ohjelman mukaan: 
IEF parametrit: 50 µA / geeliliuska (24 cm), ajon lämpötila 20 °C. 
- Step 1: gradient 200 V, 400 Vhr 
- Step 2: step-n-hold 500 V, 500 Vhr 
- Step 3: gradient 1000 V, 5200 Vhr 
- Step 4: gradient 8000 V, 16500 Vhr 
- Step 5: step-n-hold 8000 V, 42200 Vhr 
Fokusoidut IPG-geeliliuskat säilytettiin -80 °C:ssa 
Kokeilusarjoissa testattiin myös muita ohjelmointeja IPG Phor-laitteistolle, sekä myös 
aktiivista rehydraatiota ennen ajoa, mutta parhaat tulokset/geelit saatiin yllä olevan ohjelman 
mukaisesti. 
IPG-geeliliuskat tasapainotettiin ennen varsinaista toisen suunnan ajoa ensin ditiotreitolia 
(DTT) (100 mg/10 ml) sisältävässä perusliuoksessa (EQ) (2M Tris-HCl, 6 M Urea, 87 % (v/v) 
Glyseroli, 2 % (w/v) SDS, 0,2 % bromifenolisininen) 5 min, sitten jodoasetamidia (JAA) (350 
mg/10 ml) sisältävässä perusliuoksessa 5 min ja lopuksi huuhdeltiin vielä 1xajopuskurilla. 
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5.3.2 Toinen suunta eli SDS-PAGE 
 
Ennen ajoa valettiin isot 20x25 cm 12,5% SDS-geelit (30 % akryyliamidi, 1,5 M Tris, pH 8,8, 
10 % SDS, 10% APS, TEMED, tislattu H2O) geelit valettiin pakkiin, johon pystyy tekemään 
kerralla 6 isoa geeliä, tällä vältettiin vaihtelua yhden sarjan geelien välillä. Jokaisen sarjan 
geelit valmistettiin aina päivää ennen kyseistä ajoa. 
Ajo suoritettiin Ettan Dalt II –laitteistolla (Amersham Pharmacia Biotech). IPG-liuskat 
asetettiin geelikasettin lasien väliin, mahdollisimman tasaisesti ja lähelle geelin ylälaitaa. 
Päälle lisättiin vielä sulanut agaroosiliuos, joka oli värjätty bromifenolinsinisellä ( väristä 
muodostuu juova, josta helppo seurata, missä vaiheessa ajo on menossa). Ajokammiot 
täytettiin 1x-ajopuskurilla (10x-ajopuskuri: 3% Tris, 14,4% glysiini, 1% SDS, tislattu H2O). 
Elektroforeesi aloitettiin ajamalla ensin 20 min teholla 12 W (= 2 W/geeli), alun hitaalla ajolla 
varmistetaan, että proteiinit siirtyvät hillitysti ja tasapainoisesti IPG-liuskalta geelille, tämän 
jälkeen ajoa jatkettiin 120 W (=20 W/geeli) n. 5-6 h, lämpötilassa 25°C, siihen saakka kunnes 
merkkinä toimiva sininen värijuova on saavuttanut geelien alalaidan. 
 
5.3.3 Proteiinien detektointi ja kuva-analyysi 
 
Kaikkien sarjojen geelit inkuboitiin toisen suunnan ajon jälkeen ensin fiksaatioliuoksessa 
(10% metanoli, 7% etikkahappo) 1 h. Tämän jälkeen geelit värjättiin Sypro®Ruby –värillä 
(Bio-Rad) valmistajan ohjeiden mukaisesti yön yli, jonka jälkeen geelit pakattiin 
kuljetuslaseihin (jotka teetettiin lasiliikkeessä varta vasten, jotta isot geelit saataisiin 
kuljetettua ehjänä kuvaukseen). Geelit kuvattiin Typhoon 9400 laitteella (laser Green 532nm) 
(Amersham Biosciences). Geelikuvat tallennettiin 16-bittiseen muotoon. 
Proteiinien värjäyksen jälkeen on vuorossa geelikuvien analysointi kuvankäsittelyohjelmilla. 
Tämä vaihe on erityisen kriittinen, jonka onnistumisella on myös paljon merkitystä 
toistettavuuteen ja tulosten luotettavuuteen. Tarjolla on useita erilaisia kaupallisia kuva-
analyysi –ohjelmistopaketteja esim. Delta 2D, Melanie, PDQuest, Image Master 2D Elite ja 
Progenesis. Eri kuvankäsittelyohjelmat perustuvat hieman erilaiseen havaitsemiseen sekä 
analysointi periaatteisiin. Nykyään on kuitenkin tarjolla melko laaja valikoima vaihtoehtoja, 
tosin ohjelmien käyttäjäystävällisyys, toimivuus ja hinta vaihtelevat myös paljon. 
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Erikoistyön geelejä analysoitiin kolmella eri kuvankäsittelyohjelmalla: GE-Healthcaren, 
Imagemaster 2D Platinium 6.0 –kuvankäsittelyohjelmalla,  Decodonin Delta2D 3.4 –
kuvankäsittelyohjelmalla (http://www.decodon.com/delta2d.html) sekä Nonlinearin 
kuvankäsittelyohjelmalla (http://www.nonlinear.com).  
 
 
6. TULOKSET 
 
6.1 2-DE –menetelmän optimointi seeruminäytteitä varten 
 
Alussa geelien optimointiin käytettiin neurologian laitoksen omia potilasnäytteitä, optimointi 
aloitettiin testaamalla ensin hieman erivahvuisia geelejä. Tämän seurauksena päädyttiin 
käyttämään 12,5 % SDS-geeliä. Optimointia suorittaessa testattiin myös erilaisia 
rehydraatioliuoksia 1. suunnan ajoa varten ja pyrittiin selvittämään, mikä vaikutus niillä on 
geelien laatuun. Rehydraatiopuskureissa muokattiin IPG-puskuria (testattiin pH 3-10 ja pH 4-
7 puskureita useissa eri suhteissa) sekä urean pitoisuutta. Lopullisiin erikoistyösarjoihin 
päädyttiin käyttämään rehydraatioliuosta, jonka IPG-puskuri oli sekoitus 30 % IPG-puskuria 
pH 3-10 ja 70 % IPG-puskuria pH 4-7. Parhaaksi urea pitoisuudeksi valikoitui 9M urea. Myös 
eripituisia IPG-liuskoja kokeiltiin (18 cm ja 24 cm) (kuvat 5A ja 5C), lopullisiin 
näytesarjoihin päädyttiin käyttämään 24 cm (pH 4-7) IPG-liuskoja. Tavoitteena oli erotella 
proteiinit mahdollisimman hyvin. pH-alue 4-7 siksi, että suurin osa seerumin proteiineista 
tuolla pH alueella. 
Osana optimointia oli myös varta vasten teetettyjen kuljetuslasien testaaminen ja kokeilu 
kuvaustilanteessa. Optimoinnissa testattiin eri näytteenlatausmenetelmiä ensimmäisen 
suunnan IEF-ajoon. Testattiin paper bridge –menetelmää ja cup loading –menetelmää. 
Kokeilu/optimointisarjoja ajettiin toistakymmentä, esimerkkeinä kuvat 5A, 5B ja 5C. 
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Kuva 5A. Kokeilu/optimointigeelejä. Cup-loading menetelmä, seerumia n. 350µg/näyte. IPG-strippi 18 cm, pH 
4-7, 12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby -värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu.  Alun 
kokeilusarjoissa eri seerumi, kuin oikeissa erikoistyösarjoissa, harjoitussarjoihin käytettiin neurologian laitoksen 
potilasnäytteitä. IPG:n Rehydraatioliuoksessa IPG-buffer pH 4-7, 8 M Urea. 
  
Kuva 5B. Kokeilu/optimointigeelejä. Kuvaus kuljetuslasien kanssa. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 
10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu typhoon 9400 laitteella, kropattu. 
Geelien detektointi geelien kuljetusta varten suunniteltujen kuljetuslasien kanssa, lasikennot teetettiin varta 
vasten lasiliikkeessä, tarkoituksena oli saada geelit ehjänä detektointiin, hajoaminen ongelma isoilla geeleillä. 
Ylimmät geelit ilman lasia H2A jaH2B sekä alemmat H2C ja H2D lasien kanssa.  
 
Kuva 5C. Kokeilu/optimointigeelejä. Rehydraatioliuoksen muokkaus. Paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, 
pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby -värjätty, kuvattu typhoon 9400 
laitteella, kropattu.  
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6.2 Toistettavuuden arviointi 
 
6.2.1 Seeruminäytesarjat, joissa albumiini ja IgG mukana 
 
Ensin erikoistyötä varten ajettiin viisi kuuden geelin seeruminäytesarjaa (sarjat 1-5), joissa oli 
mukana albumiini ja IgG (kuvat 6-11). Näytteinä käytettiin terveen nuoren aikuisen 
seeruminäytettä, jotta voitiin sulkea pois seerumin mahdollinen heikkolaatuisuus. 
Seeruminäytteiden proteiinipitoisuutta ei määritetty, mutta seerumin sisältämän 
proteiinipitoisuuden viitearvojen perusteella (62-78g/l, Yhtyneet laboratoriot Oy), 
proteiinipitoisuus on 620-780 µg/näyte. Elektroforeesiajot suoritettiin olosuhteissa, jotka oli 
todettu parhaiksi aiempien optimointien perusteella. Ensimmäisen suunnan IEF-ajossa IPG-
strippinä käytettiin pH 4-7 24 cm –liuskaa  ja näytteet ladattiin ajoon paper bridge –
menetelmää käyttäen. Toisen suunnan ajossa käytettiin 12,5 % SDS-PAGE –geelejä, jotka 
olivat kooltaan 20 x 25 cm. Ajojen jälkeen geelit värjättiin Sypro®Ruby –fluorovärillä ja 
kuvattiin Typhoon9400 fluoresenssikuvauslaitteella. Geelikuvat analysoitiin ja kuvia 
verrattiin referenssigeelien kuviin (kuvat 3 ja 4), referenssikuvien perusteella näytesarjoihin 
merkattiin proteiineja, seruloplasmiini n. 130 kDa, albumiini n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, 
transtyretiini n. 15 kDa, niiden perusteella pystyttiin arvioimaan molekyylipaino. Tarkkaan 
tunnistamiseen olisi vaadittu massaspektrometri tai vasta-ainepohjainen tunnistus. Edellä 
mainittujen proteiinien molekyylipainot tarkastettiin myös Uniprot-tietokannasta (kuvat 6-11). 
Kaikki näytesarjojen geelit analysoitiin Imagemasterin ohjelmalla, Delta2D:n ohjelmalla vain 
4 x 5geeliä, kuvankäsittelyohjelma lisenssin käyttöaika oli yksi kuukausi, joka ei riittänyt 
perusteelliseen analyysiin, tämän lisäksi osa sarjojen geeleistä oli ohjelmalle liian 
huonolaatuisia (kuva 12). 
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Kuva 6. Sarja 1, rinnakkaisgeelit 1A-E, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). Näytteenlatausmenetelmä IEF-
ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm 
geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt proteiinit tunnistettu 
vertailemalla geelejä referenssi geelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu vertaamalla geelejä 
referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin n. 130 kDa, 
Albumin n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa).  
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Kuva 7. Sarja 2, rinnakkaisgeelit 2A-E, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). Näytteenlatausmenetelmä IEF-
ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm 
geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt proteiinit tunnistettu 
vertailemalla geelejä referenssi geelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu vertaamalla geelejä 
referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin n. 130 kDa, 
Albumin n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa).  
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Kuva 8. Sarja 3, rinnakkaisgeelit 3A-E, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). Näytteenlatausmenetelmä IEF-
ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm 
geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt proteiinit tunnistettu 
vertailemalla geelejä referenssi geelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu vertaamalla geelejä 
referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin n. 130 kDa, 
Albumin n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa).  
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Kuva 9. Sarja 4, rinnakkaisgeelit 4A-E, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). Näytteenlatausmenetelmä IEF-
ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm 
geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt proteiinit tunnistettu 
vertailemalla geelejä referenssi geelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu vertaamalla geelejä 
referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin n. 130 kDa, 
Albumin n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa).  
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Kuva 10. Sarja 5, rinnakkaisgeelit 5A-E, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). Näytteenlatausmenetelmä IEF-
ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm 
geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt proteiinit tunnistettu 
vertailemalla geelejä referenssi geelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu vertaamalla geelejä 
referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin n. 130 kDa, 
Albumin n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa).  
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Kuva 11. Geelikuva A jokaisesta rinnakkaissarjasta 1-5, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 
kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt 
proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssi geelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu 
vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin 
n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa).  
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Kuva 12. Geelikuva F rinnakkaissarjoista 1-5, näytteenä seerumi (prot. 620-780 µg). Jokaiseen 
rinnakkaissarjaan tehty kuusi  geeliä, Delta2D:n analyysistä poisjätetyt heikkolaatuisimmat geelit. 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon paper bridge –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, 12,5 % SDS 20 x 25cm 
geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu.  
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6.2.2 Seeruminäytesarjat, joista albumiini ja IgG poistettu 
 
Tämän jälkeen erikoistyötä varten ajettiin vielä viisi kuuden geelin seeruminäytesarjaa (sarjat 
6-10), joista ennen 2-DE:tä poistettiin albumiini ja IgG (kuvat 13-18). Tämän tarkoituksena 
oli selvittää, mikä vaikutus albumiinin ja IgG:n poistolla on 2-DE geeliajojen toistettavuuteen. 
Näistä seeruminäytesarjoista määritettiin ennen elektroforeesiajoja seerumipitoisuus ja 
lopullinen IEF-ajoon pipetoitu näytemäärää säädettiin siten, että jokaiseen näytteeseen tuli 
kokonaisproteiinipitoisuudeksi 220 µg. Elektroforeesiajot suoritettiin olosuhteissa, jotka oli 
todettu parhaiksi aiempien optimointien perusteella. Ensimmäisen suunnan IEF-ajossa IPG-
strippinä käytettiin pH 4-7 24 cm –liuskaa ja näytteet ladattiin cup loading –menetelmää 
käyttäen. Toisen suunnan ajossa käytettiin 12,5 % SDS-PAGE –geelejä, jotka olivat kooltaan 
20 x 25 cm. Elektroforeesiajojen jälkeen geelit värjättiin Sypro®Ruby –fluorovärillä ja 
kuvattiin Typhoon 9400 fluoresenssikuvauslaitteella. Geelikuvat analysoitiin ja kuvia 
verrattiin referenssigeelien kuviin (kuvat 3 ja 4), referenssikuvien perusteella näytesarjoista 
tunnistettiin proteiineja, mm. seruloplasmiini n. 130 kDa, albumiini n. 70 kDa, Apo-D n. 30 
kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, transtyretiini n. 15 kDa, niiden perusteella pystyttiin arvioimaan 
molekyylipaino. Edellä mainitut proteiinien molekyylipainot tarkastettiin myös Uniprot-
tietokannasta (kuvat 13-18). Kaikki näytesarjojen geelit analysoitiin Imagemasterin 
ohjelmalla, mutta vain 4 x 5geeliä Delta2D:n ohjelmalla, mikä johtui lisenssin lyhyestä (yksi 
kuukausi) käyttöajasta, sekä myös siitä, että osa sarjojen geeleistä oli huonolaatuisia ja 
osittain hajonneita (kuva 19).  
 
45 
 
 
Kuva 13. Sarja 6, rinnakkaisgeelit 6A-E, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu (prot. 220 µg). 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading.  IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 
12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt 
proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssigeelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu myös 
vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin 
n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-D n. 30 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa). Albumiinin ja 
IgG:n poisto parantaa resoluutiota esim. katkoviivalla ympyröidyt kohdat. Apo-D tulee esiin kaikissa albumiini 
ja IgG poistetuissa sarjoissa. 
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Kuva 14. Sarja 7, rinnakkaisgeelit 7A-E, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu (prot. 220 µg). 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading.  IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 
12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt 
proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssigeelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu myös 
vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin 
n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-D n. 30 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa). Albumiinin ja 
IgG:n poisto parantaa resoluutiota esim. katkoviivalla ympyröidyt kohdat. Apo-D tulee esiin kaikissa albumiini 
ja IgG poistetuissa sarjoissa. 
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Kuva 15. Sarja 8, rinnakkaisgeelit 8A-E, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu (prot. 220 µg). 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading.  IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 
12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt 
proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssigeelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu myös 
vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin 
n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-D n. 30 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa). Albumiinin ja 
IgG:n poisto parantaa resoluutiota esim. katkoviivalla ympyröidyt kohdat. Apo-D tulee esiin kaikissa albumiini 
ja IgG poistetuissa sarjoissa. 
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Kuva 16. Sarja 9, rinnakkaisgeelit 9A-E, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu (prot. 220 µg). 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading.  IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 
12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt 
proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssigeelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu myös 
vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin 
n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-D n. 30 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa). Albumiinin ja 
IgG:n poisto parantaa resoluutiota esim. katkoviivalla ympyröidyt kohdat. Apo-D tulee esiin kaikissa albumiini 
ja IgG poistetuissa sarjoissa. 
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Kuva 17. Sarja 10, rinnakkaisgeelit 10A-E, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu (prot. 220 µg). 
Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading.  IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 10-150 kDa, 
12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. Merkityt 
proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssigeelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu myös 
vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta (Ceruloplasmin 
n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-D n. 30 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa). Albumiinin ja 
IgG:n poisto parantaa resoluutiota esim. katkoviivalla ympyröidyt kohdat. Apo-D tulee esiin kaikissa albumiini 
ja IgG poistetuissa sarjoissa. 
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Kuva 18. Geelikuva A jokaisesta rinnakkaissarjasta 6-10, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu 
(prot. 220 µg). Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading.  IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, molekyylipaino 
10-150 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 laitteella, kropattu. 
Merkityt proteiinit tunnistettu vertailemalla geelejä referenssigeelikuviin (kuvat 3 ja 4). Molekyylipainot arvioitu 
myös vertaamalla geelejä referenssigeelikuviin ja tarkastamalla molekyylipainot Uniprot-tietokannasta 
(Ceruloplasmin n. 130 kDa, Albumin n. 70 kDa, Apo-D n. 30 kDa, Apo-A1 n. 25 kDa, Transthyretin n. 15 kDa). 
Albumiinin ja IgG:n poisto parantaa resoluutiota esim. katkoviivalla ympyröidyt kohdat. Apo-D tulee esiin 
kaikissa albumiini ja IgG poistetuissa sarjoissa. 
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Kuva 19. Geelikuva F rinnakkaissarjat 7-10, näytteenä seerumi, josta albumiini ja IgG poistettu (prot. 220 µg). 
Jokaiseen rinnakkaissarjaan tehty 6 geeliä (sarja 6 vain 5 rinnakkaisgeeliä), Delta2D:n analyysistä poisjätetyt 
heikkolaatuisimmat geelit. Näytteenlatausmenetelmä IEF-ajoon cup –loading. IPG-strippi 24 cm, pH 4-7, 
molekyylipaino 15-200 kDa, 12,5 % SDS 20 x 25cm geeli. Sypro Ruby –värjätty, kuvattu Typhoon 9400 –
laitteella, kropattu. Isot geelit hajoavat helposti, joka näkyy näistä poistetuista esim. 9F useaan osaan hajonnut. 
Geelien hajoaminen heikentää toistettavuutta. Hajoavassa kohdassa voi olla tärkeitä proteiineja. 
 
6.2.3 Kuva-analyysit 
 
Erikoistyön geelejä analysoitiin kolmella eri kuvankäsittelyohjelmalla: 1) GE-Healthcare, 
Imagemaster 2D Platinium 6.0, 2) Decodon, Delta2D ja 3) Nonlinear 
1) GE-Healthcare, Imagemaster 2D Platinium 6.0 
Geelikuvat analysoitiin GE-Healthcaren, Imagemaster 2D Platinium 6.0 –ohjelmalla, jonka 
lisenssi neurologian laitokselta löytyi, kyseinen kuvankäsittelyohjelma on jo hieman 
vanhentunut, vaatien käyttäjältään paljon yksityiskohtaista parametrien säätämistä. 
Imagemaster 2D platinium 6.0 –kuvankäsittelyohjelmassa on paljon mahdollisuuksia, mutta 
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vaatii käyttäjältä ensin useiden kuukausien harjoittelun ohjelman käyttöön. Ohjelma vaatii 
paljon käsityötä sekä kuvien yksittäistä korjailua. Ohjelma detektoi proteiinispotit geeleiltä 
annettujen esikriteerien, esim. koko ja intensiivisyys, mukaan. Näiden kriteerien asettaminen 
oli hankalaa ja riippuen kuinka tiukat kriteerit oli ja geelejä joutui vielä ”siivoamaan” vääristä 
spoteista aika paljon. Tämän jälkeen geeleille valittiin ”landmarkkeja” eli merkkiproteiineja, 
joiden perusteella ohjelma kohdisti geelit toisiinsa. 
2) Delta2D 
Decodonin Delta2D 3.4 –kuvankäsittelyohjelmaan (http://www.decodon.com/delta2d.html)  
saatiin kuukauden kokeilulisenssi ja perehdytys ohjelman käyttöön kyseisen firman 
edustajalta. Kuvankäsittelyohjelma oli huomattavasti käyttäjäystävällisempi kuin edellä 
kuvattu Imagemaster 2D Platinium 6.0. Mutta myös tässä oli sama puute kuin edellisessä 
ohjelmassa eli, että kokenut kuvankäsittelyohjelman käyttäjä pystyy saamaan ohjelmasta 
paljon enemmän irti kuin kokematon käyttäjä. Ohjelma vertasi geelejä toisiinsa. Ja ohjelman 
avulla suoritettiin joitakin tilastotieteellisiä analyysejä geeleistä, esim. 
monikomponettianalyysit (PCA) (ks. kuvat 23 ja 24). 
3) Nonlinear 
Kokeiltiin geelikuvien analysointia myös Nonlinearin kuvankäsittelyohjelmalla 
(http://www.nonlinear.com/), jossa oli paljon samaa kuin Delta2D:n ohjelmassa eli se ei vaadi 
niin paljon käsityötä kuin ensimmäinen kuvankäsittelyohjelma. Kokeilulisenssi tähän 
ohjelmaan oli kuitenkin niin lyhyt, että kaikkien sarjojen kuva-analyysit eivät onnistuneet ja 
lopullisia tuloksia ohjelmasta ei saatu ulos. 
Kuva-analyysia suoritettiin sekä Delta2D:n ohjelmalla (kuvat 8-21) että Imagemasterin 
ohjelmalla (esimerkki: kuva 22), analyysit poikkeavat melko paljon toisistaan. 
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Kuva 20. Esimerkkikuva Imagemasterin kuva-analyysistä, jossa proteiinispotit numeroitu. Geeli on sarjasta 10, 
geeli 10A, josta albumiini ja IgG poistettu. Kuvassa detektoituna 377 spottia (Vrt. kuva 17, geeli 10A, Delta2D). 
 
Sekä Delta2D että Imagemaster –analyysit antavat numeraalisen arvon spottien 
kokonaismäärästä, se esitetty taulukoissa 2 ja 3, kokonaismäärää säätelee alussa ohjelmaan 
määritetyt esikriteerit. 
 
Taulukko 2. Detektoitujen (havaittujen) spottien määrä Delta2D:n analyyseissä. 
 Albumiini ja IgG mukana  Albumiini ja IgG poistettu 
 sarja  
2 
sarja  
3 
sarja  
4 
sarja  
5 
 sarja  
6 
sarja  
7 
sarja  
8 
sarja 
10 
A 950 953 950 953  789 790 788 789 
B 953 951 950 953  790 789 791 790 
C 952 949 954 951  789 791 790 788 
D 953 953 953 953  789 790 790 790 
E 951 953 953 953  788 791 792 789 
Mean 951,8 951,8 952 952,6  789 790,2 790,2 789,2 
SD  1,30 1,79 1,87 0,89  0,71 0,84 1,48 0,84 
   Kuva  
7. 
kuva  
8. 
Kuva 
 9. 
Kuva  
10. 
 Kuva  
13. 
Kuva  
14. 
Kuva  
15. 
Kuva 
17. 
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Taulukko 3. Detektoitujen spottien määrä ImageMasterin analyyseissä, sarjat 6-10. 
 Albumiini ja IgG poistettu 
  sarja 6 sarja 7 sarja 8 sarja 9 sarja 9 
A 338 529 338 246 377 
B 338 529 338 246 377 
C 338 529 338 246 377 
D 338 529 338 246 377 
E 338 529 338 246 377 
F  529 338 246 377 
Mean 338 529 338 246 377 
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
  Kuva 13. kuva 14. Kuva 15. Kuva 16. Kuva 17. 
 
Delta2D:n ohjelman suorittamista tilastotieteellisistä analyyseista käyttökelpoisena 
toistettavuuden mittarina toimii myös ”cluster information”, joka on suunniteltu määrittämään 
poikkeavuuksien määrää geeleillä. Kun halutaan tutkia toistettavuutta, on ajateltava 
käänteisesti, ja näin ollen on mielenkiinnon kohteena se kuinka vähän geelit toisistaan 
poikkeavat. Onnistumisen mittarina toimii kuinka vähän eroavaisuuksia geeleillä on (kuvat 21 
ja 22). 
 
Kuva 21. Delta2D analyysistä sarjoille 2-5, seeruminäytteet, joissa mukana albumiini ja IgG, saatu ’cluster 
information’, kertoo prosentteina kuinka moni spoteista on eri sarjojen välillä toistettava (% of genes that are not 
significant). 
 
Kuva 22. Delta2D analyysistä sarjoille 6-10 eli seeruminäytteet, joista poistettu albumiini ja IgG saatu ’cluster 
information’, kertoo prosentteina kuinka moni spoteista on eri sarjojen välillä toistettava (% of genes that are not 
significant). 
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Delta2D:n analyysi suorittaa automaattisesti erilaisia tilastotieteellisiä analyyseja 
analysoitaville geeleille, eräs hyvin käyttökelpoinen toistettavuuden mittari on 
monikomponenttianalyysi eli PCA, PCA:n avulla on helppo havainnollistaa eroja saman 
sarjan rinnakkaisten ja eri päivinä ajettujen rinnakkaissarjojen välisessä toistettavuudessa 
(kuvat 23 ja 24). 
 
  
Kuva 23. Delta2D:n monikomponenttianalyysin (PCA) kuvaajat, kolme eri kuvaajaa, samassa koordinaatistossa, 
mutta hieman eri suunnalta katsottuna. Seeruminäytesarjat, joissa albumiini ja IgG mukana, katkoviivalla 
kuvaajiin ympyröity saman sarjan kaikki geelit.  
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Kuva 24. Delta2D:n monikomponenttianalyysin (PCA) kuvaajat, kolme eri kuvaajaa, samassa koordinaatistossa, 
mutta hieman eri suunnalta katsottuna. Seeruminäytesarjat, joista albumiini ja IgG poistettu, katkoviivalla 
kuvaajiin ympyröity saman sarjan kaikki geelit.  
 
 
7. POHDINTA 
 
2-DE on menetelmänä laajalti käytetty ja korvaamaton. 2-DE pystyy erottelemaan 
samanaikaisesti hyvin suurella kapasiteetilla suuren määrän proteiineja myöhempää 
tunnistamista ja vertailua varten. Kuitenkin 2-DE –menetelmän suurin ongelma on sen 
rajallinen toistettavuus eri laboratorioiden ja saman laboratorion eri ajokertojen välillä. Tämä 
toistettavuuden puute muodostuu suureksi ongelmaksi, kun tuloksia pyritään vertailemaan 
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laboratorioiden välillä. 2-DE:n aikana tapahtuva vaihtelu on mahdollista jakaa karkeasti 
kahteen ryhmään: kokeellinen vaihtelu ja analyysivaiheen aikainen vaihtelu. Kokeelliseen 
vaihteluun liittyy kaikki fysikaaliset ja kemialliset tekijät, analyysivaiheen aikainen vaihtelu 
syntyy geelikuvien analyysivaiheessa, kun käytetään eri ohjelmistoja ja analysoijana on eri 
henkilö (Millioni ym. 2010). 
Työn alkuvaiheessa pyrittiin optimoimaan olosuhteet, jotta tuloksena olisi mahdollisimman 
laadukkaita geelejä, joka puolestaan parantaisi toistettavuutta. Optimointia tehtiin vaihtamalla 
näytteen seerumipitoisuutta. Myös IPG-liuskojen rehydraatioon vaikuttavia tekijöitä 
muokattiin ja kokeiltiin eri urea konsentraatioita (6 M, 8 M, 9 M ja 9,8 M). Jatkoa ajatellen 
seeruminäytteille olisi hyvä testata vielä 7 M urean ja 2 M tio-urean sekoitusta, sillä sen 
epäillään parantavan proteiinien erottumista ja lisäävän kvantitatiivisen analyysin 
toistettavuutta (Reed ym. 2012).  
Optimointiajoissa testattiin myös seeruminäytteiden saostusta asetoni-TCA -liuoksella ja TCA 
–liuoksella, mutta pelkällä asetonilla saatiin parhaat proteiinipitoisuudet. Samalla testattiin 
myös kuinka seeruminäytemäärä vaikuttaa kokonaisproteiinipitoisuuteen. Asetoni-TCA 
kokeilut tehtiin sekä 15µl:lla ja 25µl:lla seerumia. Koenäytteistä määritettiin 
kokonaisproteiinipitoisuus, sekä geelikuvien perusteella se kuinka hyvin albumiini ja IgG 
olivat poistuneet näytteistä. Tehokkain näytemäärä oli 15µl, kuten valmistajan antamasta 
taulukostakin voi päätellä (taulukko 1). Myös IPG –puskureita testattiin useita. IEF-ajon 
olosuhteita muutettiin, jotta päästiin parhaaseen erottuvuuteen. Myös SDS-PAGE –geeleistä 
testattiin hieman eri vahvuuksia. Kaiken kaikkiaan ennen varsinaisia sarjoja, ajettiin 12 
erilaista optimointi/kokeilusarjaa (geelejä sarjoissa kolmesta kuuteen).  
Optimointi vaiheessa kehiteltiin myös geelien siirtelyä varten lasiset kuljetusastiat (teetettiin 
geelien mittojen mukaan), jotka paransivat isojen geelien ehjänä säilymistä. Myös geelien 
kuvausta laseilla testattiin, mutta geelit päädyttiin kuitenkin kuvaamaan ilman laseja (kuva 5 
C). 
Optimoinnista oli hyötyä, sillä laadullisesti lähestulkoon kaikkien sarjojen geelit ovat melko 
moitteettomia. Kokeilusarjojen aikana tuli rutinoitumista työskentelyyn, mikä paransi isojen 
geelien käsittelyä. Geeleistä on kuitenkin nähtävissä selvästi se, miten paljon 2-DE vaatii 
käsityötä ja yksilöllisiä eroja sarjojen väleillä on paljon. Erot voivat syntyä esim. pienistä 
mittausvirheistä puskureita valmistettaessa tai epäpuhtauksista näytteissä, mitkä taas johtavat 
proteiinien erilaiseen ajautumiseen IEF:n ja SDS-PAGE:n aikana. Mikäli haluttaisiin parantaa 
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toistettavuutta tällä saralla, tulisi ehdottomasti käyttää kaupallisia ajopuskureita sekä 
kaupallisia tasalaatuisia geelejä, itse valettujen sijaan.  
Optimointivaiheessa testattiin myös erilaisia näytteenlatausmenetelmiä IEF-ajoon. Paper-
bridge –menetelmällä saatiin parhaat geelit sarjoihin, joissa albumiini ja IgG mukana. 
Todettiin Paper bridge –menetelmä sopii näytteille, joissa paljon proteiinia. Sarjojen 6-10 
(albumiini ja IgG poistettu) optimointiajojen kohdalla huomattiin kuitenkin, että näytteiden, 
joista albumiini ja IgG oli poistettu, geelit Cup-loading menetelmällä olivat huomattavasti 
paremman laatuisia. Näiden sarjojen näytteet sisälsivät todennäköisesti liian pienen määrän 
proteiinia Paper bridge -menetelmälle. 
Sarjoista on selvästi havaittavissa niiden erilainen ajautuminen IEF-ajon aikana. 
Kokonaisvirta sarjojen 1-5 kohdalla oli 64868 Vhrs, mutta ajoaika vaihteli n. 25 h  n. 29,5 
h. Erilaiseen ajautumiseen voivat vaikuttaa useat eri asiat, kuten epäpuhtaudet näytteessä, 
pipetointivirheet näytteenkäsittelyn eri vaiheissa, suuret proteiinipitoisuudet. Myös IEF-
laitteistossa voi olla jotain vikaa. Nykyaikaisemmissa IEF-laitteistoissa tällaiset ongelmat on 
mahdollista ennakoida sekä ennaltaehkäistä.  Uudet IEF-laitteistot pystytään yhdistämään 
tietokoneisiin, jolloin ajo-olosuhteita on mahdollisuus seurata reaaliaikaisesti. 
Eroja oli myös toisen suunnan ajon kestossa n. 5h  6,5h, tähän suurin vaikuttava syy on 
todennäköisesti vika ajopuskurissa. Kokeellisten erojen muodostuminen on todennäköistä, 
sillä edes hyvin kokenut ja rutinoitunut 2-DE:n tekijä ei välttämättä pysty aina tuottamaan 
geelejä, jotka olisivat laadultaan saman laisia ja spotit ajautuneet samoille kohdille. Erot 
spottien paikoissa 2-DE –geeleillä voivat johtua esim. vaihteluista ajopuskurin pH:ssa, 
epätäydellisestä polymeroitumisesta, eroista virran suuruudessa ajojen aikana, ilmakuplista 
geelillä, erot proteiinien, pH-gradientti saattaa muodostaa paikallisesti ns. väkevämmän 
puskurikapasiteetin (Berth ym. 2007). 
Yksittäisten sarjojen kohdalla on selvästikin sattunut joitakin tekijästä johtuvia virheitä, esim. 
sarja 4 ks. kuva 9. Geeli 4A on yksi kaikista parhaiten onnistuneita kaikista, mutta muut 
sarjan geelit ovat oudon näkymättömiä, eivätkä spotit erotu kunnolla. On mahdollista, että 
värjäysvaiheessa on tapahtunut jotakin tavallisuudesta poikkeavaa ja geelit eivät ole 
värjäytyneet kunnolla, tai sitten kuvausvaiheessa on sattunut jokin virhe. 
Sarjan 7, ks. kuva 14, kohdalla geelientekovaiheessa sattui mittausvirhe ja geelien TRIS-
pitoisuus on hieman suurempi kuin muiden (n. 2 M), tämän seurauksena geelillä paljon 
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suurempi määrä erottuneita spotteja kuin muilla sarjoilla (taulukko 3), joista albumiini ja IgG 
poistettu. Jatkoa ajatellen olisi ehkä hyvä selvittää voisiko TRIS-puskurin lisäys geeleillä 
lisätä proteiinien erottuvuutta vai johtuuko tämä jostain muusta. 
Erikoistyön seerumiksi valittiin terveen nuoren aikuisen seerumi, jonka pitäisi olla kaikilta 
ominaisuuksiltaan mahdollisimman optimaalinen tutkimusta varten. Seerumin koostumus 
hankaloittaa proteomianalyysia, sillä se sisältää paljon lipidejä, polysakkarideja, 
nukleiinihappoja, eri lailla liukoisia proteiineja jne., nämä edellä mainitut tekijät on otettava 
huomioon. Seerumi näytteenä sisältää suuren määrän eri volyymia olevia proteiineja, osa 
niistä on koon ja varauksensa perusteella hyvinkin lähellä toisiaan. Tällöin ongelmaksi 
muodostuu kuinka tavoittaa tärkeät ja pienipitoiset proteiinit isojen proteiinimassojen seasta. 
Myös liukenemattomat ja membraaniproteiinit saattavat aiheuttaa ongelmia. Seerumi sisältää 
muitakin ongelmatekijöitä, jotka saattavat haitata määrityksiä. Terveen nuoren henkilön 
tuoreesta seeruminäytteestä saadaan todennäköisesti ajettua huomattavasti toistettavampia ja 
”kauniimpi” geelejä kuin sairaan henkilön seerumista, joka saattaa sisältää esim. paljon rasva-
aineita, jotka voivat häiritä analyysia. 
Erikoistyössä oli tarkoitus myös tutkia mikä merkitys albumiinin ja IgG:n poistolla on 2-DE-
analyysin toistettavuuteen. Albumiini:n ja IgG:n pitoisuus on iso osa seerumin proteomista ja 
niiden osuus näkyy hyvin sarjoista 1-5, joista albumiinia ja IgG:tä ei ole poistettu. Tällöin 
albumiini leviää isolle alueelleen ja peittää allensa todennäköisestä useitakin pienen 
pitoisuuden omaavia proteiineja, joilla voisi olla tärkeä merkitys biomarkkeritutkimuksen 
kannalta.  
Tätä taustaa vasten ajatellen albumiinin ja IgG:n poistolla on suuri merkitys. Albumiinin ja 
IgG:n poisto onnistui tehokkaasti, ks. esim. kuva 15, kohdat joista albumiini ja IgG hävinneet 
merkitty *alb. ja *IgG light chain. Sarjojen 6-10 kuvista on myös selvästi nähtävissä, että 
jostain syystä albumiinin ja IgG:n poisto paransi myös huomattavasti geelien resoluutiota 
(katkoviivalla ympyröidyt kohdat, esim. kuva 13), syynä voi olla että hallitsevan albumiinin 
hävittyä proteiinien eri isoformit pääsevät paremmin esiin. Sitoutuivat ennen poistoa SDS-
PAGE –geelillä samaan kohtaan albumiinin kanssa. 
 Apo-D tulee esiin vain geeleillä, joista albumiini ja IgG poistettu. Haptoglobiinin beta-ketju 
sen sijaan näkyy kaikissa albumiini ja IgG poistetuissa geeleissä, mutta myös osassa geelejä, 
joissa albumiini ja IgG on vielä mukana. Tähän voi syynä olla erot näytteiden 
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proteiinipitoisuuksissa. Albumiinin ja IgG:n poisto siis paransi geelien laatua ja resoluutiota, 
mutta kokonaisspottimäärä tippuu (taulukko 2).  
Sekä sarjojen 1-5, joissa albumiini ja IgG mukana että sarjojen 6-10, joista albumiini ja IgG 
poistettu kohdalla on helppo havaita, että yhden sarjan sisäiset geelit ovat, paria poikkeusta 
lukuun ottamatta, melko hyvin toistettavia. Sarjat keskenään eivät ole kovinkaan lähellä 
toisiaan. Tämä käy hyvin esille Delta2D:n ohjelmalla tehdyistä monikomponenttianalyyseista 
(PCA:t) (kuvat 23 ja 24). PCA perustuu siihen, että sen tilastotieteellinen menetelmä pyrkii 
hajottamaan datamatriisissa ilmenevää vaihtelua ja taustakohinaa. PCA-kuvaajat esittävät 
raakadatan tulokset niiden rinnakkaisnäytteiden välisten muuttujien suhteen x-, y-, z-
koordinaatistossa (Marengo ym. 2007). Kuvista 23 ja 24 on selvästi nähtävissä, miten yhden 
sarjan geelit sijoittuvat koordinaatistossa lähelle toisiaan, mutta eri sarjat ovat melko kaukana 
toisistaan. Myös Delta2D:n ohjelman cluster information, kuvat 21 ja 22, kertovat, että sarjat 
eivät ole keskenään kovinkaan toistettavia. Tästä selviää kuitenkin se, että albumiinin ja IgG:n 
poisto kuitenkin vaikuttaisi parantavan toistettavuutta. PCA-kuvien perusteella voi todeta, että 
seerumisarjat, joissa albumiini ja IgG mukana (kuva 23) ovat toistettavampia kuin sarjat, 
joista albumiini ja IgG on poistettu (kuva 24). ”Cluster information” taas kertoo juuri 
päinvastaista (kuvat 21 ja 22), sen mukaan sarjat 6-10 ovat toistettavampia. 
Markkinoilla on tarjolla useita ohjelmistopaketteja geelien analysointia varten, kaikki 
ohjelmat pohjautuvat enemmän tai vähemmän erilaisille manuaalisille algoritmeille, jotka 
kuva-analyysin tekijä asettaa saadakseen aikaan spottidetektion ja pystyäkseen kvantitointiin.  
Tämä saa aikaan myös sen, että 2D-analyysin tulokset riippuvat käyttäjästään ja näin tuloksiin 
aiheutuu vaihtelua (Millioni ym. 2010). Eroihin suuresti vaikuttaa myös se kuinka 
rutinoitunut ohjelman käyttäjä kyseessä on (Silva ym. 2010). Mitä enemmän analyysiin liittyy 
spottien manuaalista muuntelua, sitä suuremmiksi intensiteetit ja spottien väliset vaihtelut 
kasvavat. Haluttaessa parantaa toistettavuutta tulisi kuva-analyyseista eliminoida spotit, jotka 
vaihtelevat paljon geelien välillä riippuen teknisestä toistosta. Muutosten geeleillä tulisi olla 
vähintään 3x, jotta olisivat merkittäviä. Manuaalista kuva-analyysin muuntelua tulisi myös 
kaikin keinoin välttää (Millioni ym. 2010).  
Kuva-analyysiohjelmat ovat epäkäytännöllisiä, kun pyritään vertailemaan sarjojen 
toistettavuutta, analyysiohjelmat on tehty arvioimaan eroja, geeleillä olevia poikkeavuuksia. 
Testit on hankala toteuttaa toistettavuutta tutkittaessa. Useimmat analyysiohjelmat, kuten 
Delta2D, pyrkivät samankaltaistamaan geelejä eli ns. lisäämään toistettavuutta. Tästä johtuu 
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mm. se, että spottien määrissä eri geeleillä ja sarjoissa on hyvin pienet erot (taulukot 2 ja 3), 
vaikka todellisuudessa sarjoissa on selviä silminnähtäviä eroja, geeliajot eivät siis ole 
keskenään toistettavia. Ohjelma tasaa spottien määrän automaattisesti, sen mukaan mitä 
kriteerejä ohjelmalle on alussa annettu, mikään ei kuitenkaan takaa, että detektoidut spotit 
ovat välttämättä samoja, jokaisella geelillä. Toistettavuus säilyy kuitenkin huonona vaikka 
spottimäärä pysyy samana.  
Delta2D:n cluster information (kuvat 21 ja 22) kertoo oleellisimman toistettavuudesta, mikäli 
sarjat olisivat täysin identtisiä eli toistettavia, olisivat %-osuudet: non-significant genes 100% 
ja significant genes 0%. Sarjojen välinen toistettavuus on siis näissä sarjoissa huono, 
kuitenkin hieman parempi niillä sarjoilla, joista on poistettu albumiini ja IgG. Isot erot 
spottimäärissä (taulukot 2 ja 3) Delta2D vs. Imagemaster kertovat lähinnä vain eroista 
ohjelmien välillä ja suurimmaksi osaksi riippuvat täysin manuaalisista detektointikriteereistä, 
jotka alkuun on ohjelmalle annettu. Spottitaulukoiden hajonta on hyvin pieni tai 0, mutta se 
johtunee pelkästään siitä, että alkuasetuksia tehtäessä täytyy asettaa joku "detektoitavien 
spottien määrän raja". Ja kun tuo asetus on tehty, kuva-analyysiohjelma tekee työtä käskettyä 
löytäen tarvittavan määrän spotteja per geeli.  
Tästä johtopäätöksenä on, että vaikka tulosten toistettavuutta heikentävät useat eri asiat, 
tärkeäksi seikaksi muodostuvat 2DE-kuva-analysointi –ohjelmien asetukset. Jokainen käyttäjä 
voi asettaa ohjelmaan hieman erilaiset kriteerit, minkä seurauksena on täysin käyttäjästä 
riippuvainen toistettavuus. Analysointi ohjelmien manuaalit eivät anna seikkaperäisiä ohjeita 
siitä millä perusteella eri arvot olisi valittava. Jokaisen käyttäjän on tehtävä valinnat itse, ja 
oikeiden arvojen valitseminen vaatii harjaantumista ohjelman käyttöön. Tämä saa aikaan sen, 
että monesti noviisi saa huomattavasti huonompia tuloksia kuin rutinoitunut käyttäjä.  
Toistettavuus ja menetelmän luotettavuus ovat heti alkuun täysin riippuvaisia siitä minkälaiset 
kriteerit detektoinnille laittaa (smooth, min area, saliency) ja jo pienet erot muuttavat spottien 
määrää ja näin ollen myös toistettavuutta ja luotettavuutta. Mitä kriittisemmät arvot laittaa, 
sen vähemmän spotteja havaitaan. Toistettavuus paranee, kun pienet epämääräisyydet 
suodattuvat pois. On mahdollista, että samalla saattaa pois jäädä tärkeitä proteiinispotteja, 
jotka eivät välttämättä ole näkyvissä kaikilla geeleillä.  
Luotettavan analyysin saamiseksi ohjelmat vaativat paljon harjoittelua ja käytön 
rutinoitumista. Ja ainakin laboratorion sisäistä toistettavuutta lisää, että tekijä on tehnyt paljon 
2-DE –analyysia. Kuvankäsittelyohjelmien ongelmaksi muodostuu myös se, että ohjelmia 
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tulisi vuosittain päivittää ajan tasalla oleviin versioihin. Näiden ohjelmistojen päivitykset ovat 
kalliita hankintoja ja uuden päivityksen opettelu vie aina aikaa. 
AT on yksi tärkeimmistä vanhusiän dementian tekijöistä. Taudin varhaisen vaiheen 
molekyylimuutokset elimistössä voivat saada alkunsa jo vuosikymmeniä aiemmin ennen kuin 
merkittäviä muutoksia potilaan tilassa alkaa tapahtua ja hermostossa näkyy taudille tyypillisiä 
patologisia muutoksia. Jotta AT:n diagnoosi voitaisiin tehdä mahdollisimman aikaisessa 
vaiheessa, on tärkeää löytää biomarkkereita, jotka ovat havaittavissa helposti elimistön 
biologisista nesteistä rutiinitutkimusten avulla, näin potilaalle voidaan tehdä jo varhaisessa 
vaiheessa presymptomaattinen diagnoosi. Erityisesti veren biomarkkerilöydöksistä ja 
validoinnista toivotaan apua, sillä perinteiset aivokuvantamiset löytävät merkit usein vasta, 
kun tauti on jo edennyt melko pitkälle. Veri on elimistön nesteistä paras tutkimusmateriaali 
potilaan kannalta, sillä verinäytteen ottaminen on yksinkertaista ja luonteeltaan ei-invasiivista. 
Veren ja seerumin proteomiikka kiehtoo tällä hetkellä usealla suunnalla, jatkuvasti pyritään 
löytämään luotettavia ja kliinisesti tehokkaita metodeita biomarkkeritutkimukseen 
verinäytteistä (Lista ym. 2012). Kuten tästä erikoistyöstä käy hyvin esiin, 2-DE ei ole 
menetelmänä toistettava, etenkään seeruminäytteitä tutkittaessa. Olisikin tärkeää jatkossa 
kehittää menetelmää kaikin mahdollisin keinoin toistettavampaan suuntaan, sillä 2-DE tulee 
tuskin lähivuosina menettämään asemaansa tärkeänä menetelmänä, osana 
proteomiikkatutkimusta, yhdessä muiden kehittyvien tekniikoiden kanssa (Rabilloud ym. 
2011).  
Tämän erikoistyön perusteella voidaan todeta, että mahdollisuudet seeruminäytteiden 
toistettavaan analysointiin 2-DE:llä, tulisi kaikin mahdollisin keinoin varmistaa. Etenkin, kun 
2-DE.tä tehdään laboratorioissa, joissa ei ole pitkälle kehitettyjä standardeja, 2-DE –
analyysien tekoon rutinoituneita henkilöitä, eikä suuria resursseja. 2-DE –analyysien 
päivittäinen vaihtelu on suurta. Toistettavuutta olisi mahdollista parantaa kaupallisten 
ajopuskureiden ja geelien avulla. Geelikuvien analysointi tulisi ulkoistaa jollekin 
ohjelmistovalmistajalle, jolloin voitaisiin varmistaa, että kyseinen analysoija on varmasti 
perillä kuvankäsittelyohjelmiston mahdollisuuksista. Kuva-analyysin tekeminen, etenkin 
henkilöltä, joka ei ole rutinoitunut kuva-analyysiohjelmiston käyttäjä, on hyvin aikaa vievää. 
Tämänkin takia kannattaisi ehdottomasti harkita analysoinnin ostoa siihen erikoistuneilta 
tahoilta. Ongelma on, että toistettavuuden varmistaminen näillä keinoilla maksaa paljon, 
kaupalliset puskurit ja geelit ovat kalliita, myös geelikuvien analyysien ostaminen on hyvin 
kallista, mutta nämä keinot ovat ne, millä 2-DE:n toistettavuutta voidaan lisätä. Tämän 
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erikoistyö vahvistaa sitä, että 2-DE –analyysin toistettavuus on edelleen puutteellista. Jatkossa 
olisi tärkeää tutkia lisää miten toistettavaksi 2-DE olisi mahdollista tehdä esimerkiksi 
kaupallisten tuotteiden avulla. 
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